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Aglulinación.·Las reacciones de aglutinación consisten en la agregación de panículas 

tales como células o material sintético por anticuerpos llamados 

aglutininas 

Antibiótico.· Sustancia química elaborada por diferentes especies de microorganis 

mos (bacterias, hongos, actinomiceros) que suprimen el crecinúenro 

de otros microorganismos y puede eventualmente destruirlos. 

Anticuerpo.· Es una mol:!cula elaborada por amma1es en respuesta a un antígeno. 

El anticuerpo tiene la propiedad panicular de combinarse 

específicamente con el antíg,eno el cual indujo su formación. 

Antigéno.· Es una molécula que induce Ja formación de anticuerpos. 

Bacteriófago. Virus que infectan células bacterianas. 

Clonación.- Proceso por el cual se obtienen muchas copias de un gene a panir de una 

sola copia. 

Citotoxina.· Toxina termolábil diferente a la LT de la E. coli enterotoxigénica, 

capaz de causar lisis o destrucción de células en cultivo confluente 

VerooHeLa 

Coliforme.• Bacilos gram negativo no productores de esporas, aerobios o anaerobios 

facultativos capaces de fennentar lactosa con producción de ácido 

y gas. 



Diarrea- Aumento en la frecuencia de las evacuaciones, que se acompaña 

de un inacmento en el contenido de agua en las heces. 

Esotoxlna.- Sustancia de naturaler.a pro<efca liberada por algunas bacterias que 

pueden producir alteraciones en el transpone de líquidos y electrolitos 

y provocar daño en la estructura de la mucosa intestinal. 

Gene.- Unidad básica de la herencia. Secuencia de DNA que codifica una 

proteína especifica. 

Hibridaclón.-Emparejamiento de cadenas sencillas de ácidos nucleicos para formar 

una doble cadena; las zonas de doble cadena indican complementa­

riedad de las secuencias de bases nitrogenadas. 

Número más probable.-Técnica estadística y matemática que expresa cuantitativa­

mente la densidad de microorganismos en una muestra. 

Patogenicidad.-Capacidad intrínseca de un grupo o especie que connota la 

producción de enfennedad. 

Toxina.- Sustancia de origen microbiano que da lugar a cuaaros cnmcos bien 

definidos, sea en ausencia del microorganismo. 

Virulencia.- Capacidad intrínseca de cepas de ser patógenas en grado variable. 



nv. IRIE®1!JMl&N 

Se estudiaron 104 cepas de E. coli aisladas de carne molida cruda, hamburguesas y muestras 

de materia fecal : con la finalidad de investigar la capacidad para producir citotoxinas y 

enterotoxinas por ensayos en cultivo celular utilizando la lfuea Vero y su correlación con 

la expresion fenotípica: componamiento bioquímico y serolo¡ico utilizando 13 sueros 

somáticos. La expresión genética relacionada con la producción de la toxina LT se realizó 

por pruebas de biología molecular empleando la técnica de la mancha o "colony blot." 

Se aislaron 40 ( 38.4% ) cepas de E. co/i provenientes de alimentos y 64 ( 61.6% ) 

de un brote de diarrea del viajero que se presentó en e~ febrero de 1992 en el estado de 

Campeche y de heces de infantes con y sin diarrea. 

Del total de cepas E. co/i 21 ( 20.1% ) fueron sotbitol negativo por el método en placa 

utilizando agar MacConkey-sotbitol y se obtuvieron serotipos sotbitol negativo diferentes 

al 0:157H:7: 0:55, 0:111, O: 125 y 0:148. Serológicamente 6 cepas se clasificaron 

en el grupo EHEC y ninguna correspondió al serotipo 0:157. 

Mediante los ensayos de actividad citotóxica y/o enterotóxica en cultivo celular se 

identificaron 3 (2.8%) cepas productoras de citotoxinas, 74(71.1%) de LTy 17(16.3%) con 

ambos efectos, de las cepas productoras de citotoxinas 1 provenía de carne molida cruda y 

2 de muestras diarreicas. 

La correlación enuc producción de citotoxinas y la incapacidad de fellllCntar el sotbitol fue 

del 14.2 % y enuc cepas con efecto CfX-CIT fue del 28.4 % . Una cepa E. coli aislada 

de un infante con diarrea fue sorbitol negativo asociada a efecto citotóxico en cultivo celular 

y aglutino con el anti suero O: 55 y una cepa aislada de un caso de diarrea een un niño estuvo 

asociada a efecto crx y CIT. El 91.3% de las cepas tuvo evidencia genética para Ja 

codificación de LT. 
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En M~xico la diarrea infecciosa en infantes y viajeros rcprcscn!Jl uno de Jos principales 

problemas de salud pública; por dalos estadísticos se sabe que aproximadamente ocurren 

de 30 - 42 millones de episodios diD1TCicos cada año en niños menores de 5 años y de 

60 - 70 millones en población mayor con un 9.5\1\ de diarreas sanguinolentas y un 9.2\1\ 

de casos cronicos. ( 25 ) 

Entre los agentes etiológicos causantes de diarreas sanguinolentas se incluyen cepas de 

E. col/ productoras de citotoxinas ( 25 ). Este tipo de cepas fueron descritas inicialmente 

por Konowalchuck en 1977 a panir de filtrados de heces humanas, heces diBJTeicas de 

lechones y alimcnlos. ( I, 38) 

El proloripo de es!Jl clase de E. coli es el serotipo 0:157H:7; este agente se aisló e 

identificó en 1975 de una paciente con diarrea sanguinolen!Jl ( 54 ); y desde es!Jl fecha 

se considera como un patógeno relacionado epidemiológicamente con brotes esporádicos 

de diBJTca sanguinolen!Jl, gastroenteritis, Colitis Hemonágica (CH) y Síndrome Urémico 

Hemolítico (SUH) ( 3, 34, 58, 61 ). Estudios realizados en los Estados Unidos de 

Non~rica, Canadá y Gran Bretaña revelaron que las infecciones gastrointestinales 

causadas por este patógeno estan asociadas con el consumo de hamburguesas y leche 

bronca ( 3, 34, 61, 79, 80, 81 ). Actualmente se repor!Jl Ja existencia de otros serotipos 

productoresdeciloloxinas en Jos que se incluyen Jos serogrupos: 0:18,0:55,0:125,0:128 

0:26 y O: 111 ( 3, 38 ). Las infeccciones gastrointestinales causadas por estos serotipos se 

caracterizan por la presencia de diarrea sanguinolenta y en ocasiones se puede presentar un 

cuadro febril leve, siendo los niños y los ancianos los que tienen mayor riesgo de 

presentar complicaciones. ( 16, 31, 34) 
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En México las infecciones por E.coli 0:157H:7 con frecuencia noseidentifican debido 

a que el cuadro cHnico asociado no se conoce bien , además la mayor parte de los 

laboratorios de diagnóstico clínico no siembran de rutina las muestras de heces y alimentos 

en agar MacConkey-sorbitol ( 34, 44) y no cuentan con Ja infraestructura necesaria para 

demostrar la actividad de Ja toxina en filtrados fecalesoaislarnientosapartirdealimentos. 

La actividad citotoxica se puede verificar por diferentes métodos: biológicos, 

inmunológicos y molécularcs que se enumeran en la Tabla No. !. El ensayo en cultivo 

celular es la prueba de referencia para detectar y cuantificar Ja actividad citotoxica de 

cepas de E. coli. Este ensayo es sensible y las determinaciones se pueden realizar en 

diferentes lineas celulares como: Vero, CHO, HeLa y CaCo. ( 25, 34, 60, 81 ) 
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TABLA No. l 

Métodos de laboratorio para detenninar citotoxinas 

Pruebas biológicas: 
• Asa ligarla de conejo 

• Inoculación intraperiwncal en ratón 

Cultivo celular: 

• Células VERO 

• Ctlula intestinales de embrión humano ( Hcnlc 

• Célulás Hcla 

• Células Hcp-2 

• Ct!lulas de libroblastos de ratón 

• Células CaCo 

Pruebas inmunológicas: 

• ELISA (método inmunocnzimático) 

• Radio inmuno ensayo (RIA ) 

• Hcmólisis inmune pasiva 

• Coaglutinación 

Métodos de biologla molécular: 

• Prueba de la mancha 

• Hibridación con son das de DNA 

• PCR 

Tomado de: Konowak:huck, J.,J.I. Spcírs and S. Stavric. 1977. Vero response to cytotoxin 
oí Eschcrichiacoli. lnfocL lmmun.18:775-779. ( 38 ) 

O'Brioen, A.O., G.D. LaVcck, MR. Thompson, and S.B. Fonnal. 1982. 
Production oí Shigclla dyscntcriae 1 like citotoxin by Eschcrichia coli. ( 51 ) 
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l. Antecedentes 

E. coli es uno de los microorganismos más estudiados desde hace más de 100 afias, sin 

embargo aún reserva muchas interrogantes por eswd.iar. 

E. coli fué descrita por Theodor Escherich en 1886 al realizar estudios bacteriológicos 

en heces de infantes y esto constituyó el inicio de una serie de investigaciones sobre la 

patogenicidad de bacterias intestinales que causan infecciones contagiosas. ( 52, 72) 

La relación entre E. coli y cuadros diarreicos se asoció antes de 1900 por veterinarios, 

al realizar estudios de campo y a partir de los afias 50' tomó un gran auge el estudio de 

este microorganismo llegándose a esclarecer varios aspectos relacionados con su 

ctiopatogenia, entre los cuales destacan los siguientes: 

El primer estudio epidemiológico de E. coli como responsable de procesos diarreicos 

en humanos, fué reportado por Bray en 1945 y posteriormente Gyles y cols. aislaron e 

identificaron cepas E. coli causantes de un brote de diarrea en donde el 56 % de los niños 

infectados murieron; a esta cepa se le denominó E. co/i alfa ( 20 ). En estudios posteriores 

se reconoció una segunda cepa involucrada en un brote de diarrea siendo serológicamente 

diferente a E. coli alfa (E. coli beta ) ( 20, 52 ). Lo anterior fué corroborado mediante 

la tipificación serológica basada en el esquema de Kauffman y DuPont descrito en 1947 

y se llegó a concluir que independientemente del país de origen las cepas asociadas a 

procesos diarreicos pertenecían a ciertos serogrupos. ( 20, 36 ) 

De y cols en 1957 describieron la producción de una to•ina semejante a la colérica 

elaborada por cepas de E. coli y se comenzó a hablar de una nueva linea en relación a la 

patogénesis de la diarrea provocada por cepas E. coli enteroto<igénica ( ETEC ). ( 12) 
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En 1975 Keush y Donta,emplearon cultivos celulares YI (célulastumoralesdeconeza 

adrenal de ratón ) y células HeLa , para determinar la actividad biológica de diferentes 

toxinas y encontraron que existen al menos 2 tipos que producen un efecto citotónico 

debido a la esteroidogénesis y el aumento de AMPc ( 28, 37 ). Por esta época se descubrió 

también que los brotes de diarrea del viajero están asociados con mayor frecuencia 

a cepas ETEC (26) . 

En 1982 se reconoció a E. coli 0:157H:7 como un agente patógeno relacionado con 

brotes esporádicos de diarreas sanguinolentas asociadas al consumo de hamburguesas 

se llegó a esta conclusión cuando se presentaron 2 brotes aislados de CH en los estados 

de Oregon y Michigan, en donde el CDC ( Center for Diseases Control ) detectó a 47 

individuos que presentaron un cuadro clínico característico de CH con cultivo positivo para 

E. coli O: l 57H:7 . En este mismo año quedó establecido el término de EHEC.( 1, 27, 55 ) 

En la Tabla No. 2 se muestran algunos datos históricos en relación a diversos estudios 

fenotípicos y genéticos que se realizaron con la finalidad de caracterizar cepas 

E. coli productoras de citotoxinas. 

En los Estados U nidos de Noneamérica de noviembre de 1992 hasta enero de 1993 se 

presentó un brote diarreico multiestatal en los estados de California, Nevada e ldaho. 

En la ciudad de Washington se reponaron hasta el mes de febrero más de 500 casos de 

infecciones gastrointestinales adquiridas por el consumo de hamburguesas en una cadena de 

restaurantes de comida rápida. En el 95.4% ( 447 ) de los pacientes se recuperó E. coli 

0:157H:7, 144 pacientes fueron hospitalizados, 30 presentaron un cuadro característico de 

SUH y 4 murieron a consecuencia de complicaciones asociadas a la infección. ( 46 ). 
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TABLANo.2 

Dalos históricos en el estudio de las ciloloxinas de E. colJ. 

Estudio Conclusiones Referencias 

lera. dcocripción de Factor tóxico en Smilh y Lingood ( 1971) 

una toxina en EPEC H-19(0:26K:60H:ll) 

diíc.rcnte a L T 

Demostración de CllDID•ina para células Konowalchuk y cols (1977) 

citotoxínas en Citotoxinas para cclulas O'Bricn y cols ( 1982) 

cultivo de tejidos He La. 

Nomenclatura Vcrotoxlna Konowalchuk y cols (1977) 

ClU>toxina tipo Shiga O'Bricnycols ( 1982) 

Strockine ( 1986) 

VT·l,citotoxina 

ncutrali.z.abte con Scodand y cols ( 1985 ) 

antisucro Shiga OMS ( 1987) 

y Vf-2 a las no 

neutralizables 

Diagnóstico de Ensayos de cilOtoxicidad Konowalchuk y cols (1977) 

laboratnrio de O'Brien y cols ( 1982) 

Infecciones por VfEC Inmunológicos Donohuc-Rolfc A cols (1977) 

llibridización Willshaw G.A. y cols (1986 ) 

Tomado de: Parra-Maidonado N.R. 1990 Frecuencia y caracicrilJlción de cepas de E. coli produclOnls de 
citnlDdnas ( VTEC) en casos de diarrea en poblaciones urbana y rural. Tesis UNAM. ( 56 ) 
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2. Generalidades 

E. coli es un bacilo gram negativo que penenece a la familia Enterobacteriaceae.No 

fonnaesporas. poseemicrocápsula y lamayor!ade las cepas son móviles mediante flagelos 

per!oicos; su metabolismo es respiratorio fermentativo por lo que se le considera como 

un microorganismo aerobio o anaerobio facultativo. Genéticamente está constituída por una 

molécula circular de DNA con un peso molécular de 2 x 10 9 y alrededor de 

5 x 10' pares de bases. ( 40, 72) 

E. coli coloniza el intestino del hombre poco después de su nacimiento, persistiendo 

en él duran1e toda su vida y tiene un papel importante en el man1enimiento de las 

condiciones fisiológicas normales ( 41, 54, 72 ). Cuando sale de su nicho ecológico se le 

considera como un patógeno oponunista ( 40, 72 ) relacionado con diversos síndromes y 

enfermedades que se enlistan en la Tabla No. 3. 

E. coli crece fácilmente en medios simples o enriquecidos con glicerol y glucosa como 

única fuente de carbono y energía. En medio líquido las cepas lisas producen una turbídez 

uniforme, mienll"as que las cepas rugosas se asientan en el fondo formando un depósito 

granular. En medios sólidos selectivos y diferenciales que contienen carbohidratos, las 

colonias son lisas, circulares, con borde entero, convexas y brillantes. ( 72 ) 

En cuanto a características bioquímicas en la Tabla No. 4 se muesll"a el porciento de 

positividad que presenta E. coli con respecto a algunas pruebas bioquímicas de 

diferenciación. ( 9, 18) 

La composición esiructural de la pared celular de E. co/i está constituída en su porción 

externa por: proteínas, lfpidos y polisacáridos. Los lipopolisacáridos son mediadores de 

muchas actividades biológicas relacionadas con la patogénesis de la bacteria. ( 72) 
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TABLANo.3 

E. coli como patógeno 

Enfennedades y síndromes relacionados 

con infecciones causadas por E. co/i 

Gastroenteritis 

Enteritidis prolongada 

Diarrea en infantes 

Diarrea del viajero 

Diarrea sanguinolenta 

Síndrome disentérico 

Infecciones en el aparato 

urinario inferior y superior 

Pielonefritis 

Colitis hemorrágica 

Síndrome urémico hemolítico 

Infecciones en heridas 

Septicemias neonatales 

Meningitis neonatal 

Varias manifestaciones en 

huésped inmunocomprometido 

Tomado de: Diagnostic Procedurcs for baclCrial 

infcctions ( 1987 ); pag: 256. 
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TABLANo.4 

Principales características bioquímicas de E. coli 

Bioquímica % de positividad 

Indo! 98 
RM 99 
yp o 
crr 1 
Prod. de Ac. sulfhídrico 1 
URE 1 
LIA 90 
ARG 17 
ORN 65 
Motilidad a 37°C 95 
Hidrólisis de gelatina o 
Prod. de gas 95 
Fennentación de: 

glucosa 100 
lactosa 95 
Sacarosa 50 
O-manito! 98 
m·inositol 1 
D-sorbitol 94 
L-arabinosa 99 
Rafinosa 50 
Maltosa 95 
D-manosa 96 
ONPG 95 

Oxidasa o 

Tomado de: Farmcr.JJ.,y cols.1985. Biochemical IdcntificationoíNew 
species and biogroups of Entcrobactcriaccae isolatcd from clinical 
spccimcns. J. Clin. Microbiol. 21:46-76 ( 18) 
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El lipopolisacárido de E. coli esta constituido por: 

a).- FosfoUpidos ( lip.ido A). 

b).- Un centro polisacárido de 5 monosacáridos enlazados al llpido A por el 

ácido cetodesoxioctulosonico. 

c).- Un polisacárido externo constituido por 25 unidades repetidas de azucares 

de 3 y 5 carbonos ( Ag O). ( 72) 

La cadena externa conforma el Ag O y farmacológicamente se considera como una 

endotoxina incluyendo el esqueleto in temo y el llpido A. Estructuralmente E. coli también 

puede expresar determinantes antigénicos capsulares y flagelares. ( 53, 72 ) 

Una de las propiedades de los Ag somáticos y capsulares es el de dar protección a la 

célula bacteriana actuando contra la acción bactericida d~ los fagocitos y el complemen­

to. El Ag O es un componente termoestable que constituye la pane más externa de los 

lipopolisacáridos y se considera como un inmunógeno que suele identificarse mediante 

reacciones de aglutinación . El antlgeno H al igual que el Ag K son tennolábiles; el Ag K 

es de naturaleza polisacárida y se han descrito tres tipos diferentes: A, B y L . El anúgeno 

H se localiza sobre los flagelos y puede ser desnaturalizado por calor o alcohol. Los 

anúgenos O, K y H constituyen un esquema descrito por Kauffman y DuPont en 1947 

para la tipificación serológica d~ E. co/i. Existe para dicho mosáico antigénico más de 176 

serogrupos reconocidos para el Ag O, 112 para el Ag K y 60 para el Ag H. A demás de 

las propiedades serológicas se pueden tomar otras caracteristicas como base para la 

tipificación de E. coli por ejemplo el uso de bacteriofágos y colisinas. ( 53, 72, 36 ). 
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3. Clasificación 

De acuerdo a el mecanismode patogenicidad, se reconocen 5 clases de E. coli productoras 

de diarrea. Cada clase tiene sus características de virulencia, presentación clínica, rasgos 

epidemiológicos y programas de tratamiento. La comprensión de estos patrones puede 

servir como guía para el manejo de muestras clínicas con el fin de caracterizar el o los 

agentes etiológicos responsables de brotes diarreicos , con base en pruebas de laboratorio: 

bioquímicas, serológicas y moléculares para su identificación ( 41, 54 ). 

3.1 E. coU enterohemorrágica. ( Tabla No. 6 ) 

El serotipo 0:157H:7 es el prototipo de las cepas EHEC, este serotipo se caracteriza por 

no fennentar el sorbitol y no producir la B glucoronidasa , además elabora citotoxinas 

que difieren de las enterotoxinas L T y ST de la E. coli clásica ( 44, 54, 60 , 72 ). Dichas 

citotoxínas son termolábilesy sedenominan Vero debidoa su capacidad para lisar células 

de riñón de mono verde africano. ( 16, 66, 67, 72, 84 ). 

Se han reportado dos tipos detoxinasVERO:VT-1 yVT-2,denominadas también toxina 

Shiga- likc 1 y Shiga- like 11 respectivamente; debido a que poseen propiedades biológicas 

y fisicoquínticas similares a la toxína Shiga de Shigella dysenteriae tipo 1 ( 16, 45, 51, 

60, 66, 67 ). En la Tabla No. 5 se mencionan algunas características moléculares de 

las citotoxinas SLT-1 y SLT-11 de E.coli y de la toxina Shiga de Shige//a dysenteriae 

tipo l. 

Características generales y biología molécular de STL-1 (VT-1) 

VT-1 fué descrita por Konowalchuk y cols. en 1977 ( 38 ). Estructuralmente esta 

compuesta por una subunidad Ay cinco B con pesos molecularesde32000y7700Daltones 

respectivamente. La subunidad B es idéntica a la de la toxina Shiga, únicamente un 
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TABLANo.5 

Comparación entre la toxina Shiga de Shigella dysenkriDe y 
las toxinas de tipo Shiga de E. coU 

Organismo Toxina Neutralización Probable estructura 

con antitoxina de subunidades 

Shiga. 

E. coli SLT-l Si IA5B 

E. co/i SLT-ll No IA5B 

E. coli SLT-Ilv No IA5B 

S. dysenteriae Shiga Si IA5B 

Organismo Receptor Mecanismo de Acción 

E.co/i Gb3 N-glicosidasa 

E. co/i Gb3 N-glicosidasa 

E.coli Gb4 N-glicosidasa 

S. dysenteritU! Gb3 N-glicosidasa 

Tomada de: Acheson D.W.K. 1992. Entcroioxincs in the dianhca. J. lnfect. ~:225-245. ( 1) 
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aminoácido en la fracción A las hace diferentes. lnmunológicarnente es neutralizada por 

rutticuerpos anti-shiga. ( 16, 17, 34, 00, 67) 

Caracterlsticas generales y biología molécular de VT -2 ( SL T -11 ) 

VT-2 está compuesta por una subunidades A y cinco B, con pesos moléculares de 35000 

y 10700 Daltones respectivamente. Esta to>tina fué purificada utilizando el método para 

VT-1 ( 1, 16, 34, 60, 67 ). 

Similitud entre VT-1 y VT-2 

Esras citotoxinas provocan actividades biológicas muy semejantes como: Acumulación de 

flufdos en asa ligada de conejo y cuando son adminis~ por vfa intraperitoneal a ratones 

provocan parálisis de miembros inferiores y en ocasiones la muene ( 23, 67 ). Ambas 

citotoxfnas tienen como receptor célular el glicolfpido globotriosil-cerámido ( Gb3 ) y 

están codificadas a nivel de bacteriofágos ( H19A y H19B ) ( 6, 17, 19, 67, 7 2 ). En 

resumen VT-1 y VT-2 son enterotóxicas en asa ligada de conejo, neurotóxicas en 

rata y citotóxicas en cultivo celular. ( 1, 51 ). 

Diferencias entre la actividad biológica de VT-1 y VT-2 ( 1, 38, 58, 84 ) 

a) VT-1 es mil veces más activa que VT-2 sobre células vero. 

b) La dosis letal 50 % de VT-2 en conejos es 100 veces mayor que la de VTI. 

e) La diferencia más imponante se establece en la respuesta a la inyección 

de las toxinas en el modelo de asa ligada de intestino de conejo. VT-2 produce 

una hemorragia franca y VT-1 ocasiona una diarrea moderada sin sangre. 

d) El punto isoeléctricode VT-2tienevaloresquevande4.1a6.5 mientrasque 

para VT-1 se reporta un valor de 7.2 

e) Al comparar VT-1 y VT-2 en sus fracciones A y B se observó una 

homologfa del 57% y 00% en sus secuencias de nucleótidos y un 55% 

y 57% en la suecuencia de aminoácidos respectivamente. 

- 14 -



O VT-1 ""IUiere de medios carentes de fierro y se obtiene del sonicado de la 

masa bacteriana a partir de un cultivo en fase estaeionaria, para VT-2 son 

adecuados los medios de cultivo que contengan fierro y la aparición de la t 

toxina se da en la fase logaritmica. 

Se ha incluido un tercertipodecitotoxinas semejantes a latoxína Shiga, estas citotoxinas 

están relacionadas a pacientes con edema y cultivo positivo para E. co/i y tienen 

propiedades biológicas similares a SLT-1 y SLT-11. Son neutralizadas con antisuero contra 

SLT-11, pero no para SLT-1 y son más citotóxicas en celulas Vero que en HeLa. Las 

citotoxinas con estas características se les ha denominado toxína shiga - like 11 variante 

( STLv ) ( 1, 34, 60 ) 

Patogfoesis 

Las cepas de E. coli productoras de citotoxinas son uno de los agentes etiológicos más 

importantes" inductores " de diarreas sanguinolentas. Las cepas VT' estan implicadas 

en complicaciones como SUH, CH , efectos renales , efectos neurológicos y cistitis 

hemorrágica. El cuadro cl!nico de una infección por EHEC se caracteriza por la presencia 

de dolor abdominal y excremento sanguinolento. En algunos pacientes el dolor abdominal 

es intenso -prominente y la diarrea no es hemorrágica. Aproximadamente del 2 -7% de los 

pacientes desarrollan SUH , con una tasa de mortalidad del 3 - 5%. ( 27, 34, 66 ) 

El SUH se definide por una triada de características: dolor renal agudo, tr0mbocitopcnfa y 

anemia hemol!tica microangiopática. Estas alteraciones se presentan debido a la afección 

que sufren las células endoteliales a través de la coagulación intracelular, depósitos de 

fibrina y disminución de la velocidad del flujo del riñon. Diferentes agentes etiológicos in­

cluyendo drogas, citotoxínas y microorganismos se postulan como causantes potenciales de 

dicho síndrome, por lo que se considera de naturaleza multifactorial debido a que esta dado 

por un número diferente de eventos y mecanismos patógenos. ( 34, 72) 

- 15 -



Evidencias epidemiológicas y frecuencia 

El aislamiento de 0:157H:7 de heces de ganado vacuno indica que los bovinos son 

imponantes reservorios de este microorganismo el cual habita en el intestino del ganado 

sano y puede contaminar la carne durante la matanza ( 34, 61 ). Se ha observado también 

que E. coli 0:157H:7 tiene la posibilidad de colonizar gallin'!S ( 3, 54, 79, 80 ). 

Historicarnente 0:157H:7 es un serotipo raramente aislado de humanos y animales ( 79, 80 ). 

Datos de un estudio multicéntrico nacional de 2 años de duración realizado en Estados 

Unidos, reveló que cuando se busca de rutina E. coli O: 157H:7 en coprocultivos, este 

microorganismo se asocia más frecuentemente que Shigella. En este estudio se observó una 

frecuenciadeaislarnientodel 7.8%. Cuando se busca E.coli 0:157H:7 en carnede bovino 

su frecuencia de aislamiento no es mayor del 2%. ( 25, 79) 

En nuestro país el aislamiento de E. coli productora de citotóxinas asociada a diarrea con 

sangre es menor del 0.5%. y hasta la focha no se tiene conocimiento de reportes de 

aislamientos a partir de alimentos. ( 25 ) 

Diagnóstico de laboratorio 

El aislamiento en medio MacConkey con sorbitol ayuda en la selección de cepas E. coli 

O: 157H:7 y el diagnóstico se comprueba a través de pruebas serológicas somáticas 

y flagelares ( 44, 81 ). Existen también ensayos en los que incluye detección de VT libre 

•Y aislamiento de E. coli productora de verotoxinas , pruebas de hibridación con DNA, 

ensayos de ELJSA para detectar VT-1 y VT-2, anticuerpos monoclonales y pruebas de 

citotoxicidad en cultivo celular ( 34, 60, 66 ). Actualmente en laboratorios de referencia se 

utilizan pruebas de biología molécular como PCR para realizar estudios genéticos que 

identifiquen y caractericen este tipo de cepas ( 25,49, 81 ). 
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TABLA No.6 

Características principales de E. coli enterohemorragica. 

Caracierfsticas 
generales 

Grupos somáticos asociados 

Palogénesis 

Distribución geográfica 

Grupos de edad afeciados 

Modo de transmisión 

Periodo de incubación 

Cuadro clínico 

BHBC 

EJabon ciloloxinu que'°" dcnorninadu 
Vero o tolinu shiga-likc, Existen dos tipos que 
provocan CÍCCtos citotóll.iOOS en linea celular 
VERO y actuan a nivel de 1(ntesis de proteínas 

in.activando células del huápcd 

157,26 y 111 

srndromc urémico hemolítico. 
Coliti1 hcmordgka. 

MWldial 

- Productos alimenticios al pan:ccrdc 

origen animal ( Hamburguesas ). 

Persona a persona 

Oc 3.8 a 8 dfu. 

Excremento sanguinolento 

SUH 
Dolor renal agudo. 

- Trombocit.opcnia. 
- Anemia hemolítica microangiopática. 

Frecuencia de aislamicn10 (carne) - 2 ., 

Diagnóslico de laboraiorio 

Tralamienio 

- Prueba de sortmol. 

- Scrologfa som.itica y flagelar. 
· Detección de VT libre. 
- AislamicnlD de VfEC 
- EUSAparadctcc::mVf·lyVT-2. 
- Cultivocclulat. 
- Hidridizaci6n CXX1. DNA 
- Anticuerpos monoclonales 

- Rchidraacion oral. 
- Control dccomnlicacloncs fisiolMicas. 

Tomadode: (16,22,34,36,41,SJ) 
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Factores que disminuyen la probabilidad del diagnóstico de VTEC. ( 34 ) 

• Intervalo en el tiempo entre la aparición de la enfermedad y el estudio 

bacteriológico. 

- Tardanza en el transpone de la muestra. 

- Condiciones de mantenimiento de la cepa o de la muestra. 

- Congelanúento y descongelamiento de la cepa o de la muestra . 

Tratamiento 

El tratamiento de pacientes con infecciones causadas por VTEC consiste en el control de las 

complicaciones fisiológicas que se presentan como: anemia, daño renal, hipertensión, etc. 

En este caso el papel de los antibióticos es cuestionable debido a que incrementan el riesgo 

de infección por alteración de la ílora normal presentandose complicaciones. No obstante 

algunos investigadores sugieren el uso de trimetropín-sulfametoxazol e inhibidoresde la vía 

del calcio porque evitan el efecto citotóxico ( 23, 34 ). 

3.2. E. coli enteropatógena ( Tabla No. 7 ) 

El primer grupo de E. coli EPEC inductora de diarrea fué reconocida durante las decadas 

de los años 40 y 50 y se le designó así por Netery cols. ( 47 ), quienes confirmaron la presencia 

de cienos grupos serológicos, al demostrar que los serotipos 0:26, 0:55, O: 111, O: 119, O: 125, 

0:126,0:127,0:128y 0:142 estan relacionados frecuentemente con casos de diarrea infantil. 

Sin embargo la ausencia de propiedades virulentas demostrables llevaron a muchos inves­

tigadores a rechazar a la EPEC como un patógeno, aunque su capacidad para provocar diarrea 

ya había sido confirmada por estudios realizados en voluntarios, a los cuales se les administró 

por vía oral una dosis de 10' a 10' microorganismos. ( 39,40, 42) 

En 1965 Neter y cols. ( 47 ) resumieron algunas evidencias que apoyaban la enteropatoge­

nicidad de estas cepas, entre las cuales destaean las siguientes: 
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a) La mayor frecuencia de brotes diarreícos se presentan en grupos cerrados 

b) Las cepas EPEC se aislan con mayor frecuencia de materia fecal de lactantes 

con diarrea que de heces de lactantes sanos 

c) La capacidad de provocar diarrea en voluntarios humanos esta asociada a 

la administración oral de un solo serogrupo. 

d) Se demostró la presencia de anticuerpo (Ac) especfficos contra el grupo EPEC 

en pacientes como en voluntarios convalescientes. 

Polotsky y cols. ( 59 ) notaron que algunas cepas EPEC causan lesiones histopatológicas 

en intestino humano que puede ser apreciado por micrpscop(a electrónica; algunos autores 

asocian este efecto a la capacidad de ciertas cepas para producir adherencia. 

Cravioto en 1979 describió por primera vez la adherencia de cepas EPEC a células 

Hep-2 y Baldini en 1983 encontró que la adher~ncia se debe a una adhesina que esta rela­

cionada con un plásmido de 55 a 70 megadaltons llamado factor de adherencia de cepas EPEC 

(EAF) y es quizá el único mecanismo de patogenicidnd descrito hasta la fecha para esta clase 

de E. coli. (10) 

Los estudios epidemiológicos de brotes de diarrea revelan que ciertas cepas EPEC son 

responsables de casos de diarrea en niños en menores de 5 años que viven en paises 

subdesarrollados. Una infección por EPEC es limitada pero en algunos casos se puede 

presenta una enteritidis prolongada. Las EPEC son reconocidas también como una causa 

de diarrea del viajero y los serotipos 0:26 y O: 111 se han asociado a SUH y CH, por este 

hecho y por la capacidad de algunas cepas para producir citotoxinas algunos autores 

proponen su incorporación al grupo EHEC ( 16, 34, 61, 66). 

El cuadro clínico de una infección por EPEC se caracteriza por la presencia de dolor 
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TABLA No.7 

Caracteristlca!i principales de E. coU enteropatógena 

Características 
generales 

Grupos somáticos asociados 

Patogénesis 

Distribución geográfica 

Grupos de edad afectados 

Modo de transmisión 

Mecanismo de patogenicidad 

Cuadro clínico. 

Diagnostico de laboratorio 

Tratamiento 

EPEC fut laprimcraclascdc E. coU que fut 

rc.oonocidacomo cauuntc de diarrea en runos. 
Evidcnciu indican que. cat1 clase de 

E. coli no tiene la capacidad de invadir tejido 
y no produce toxfnu LT o ST. 

26,44,5S,86,l ll,114.119,12S,126,127, 128 y 142 

- Di.errcacn lnfanlcs. 

- Entcri1idi1 prolong&da. 
- Outrocntcrilis 
- !);arrea del vi•jcro 
- SUH 

Mundio! 

Recito naddos y lactantes 

- Alimentos contaminados. 

- Adhcn:rKia a ctlulas epiteliales. 

- Citoto:dnas 

- Diam:a con sangre (ocasionalmente) 

- Fiebre. 
Dolor abdominal. 

· Vómito. 

Serología 
Pruebas de hemaglutinación. 

Rchldraw:i6n onl. 
• Cotrlmoxaz.ol. 

Tomada de: (to, 23, 30, 34, 41,42} 
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abdominal severo, fiebre y las evacuaciones son frecuentes con moco, PMN y sangre. 

( 41, 76 ). El diagnóstico de laboratorio se da a través de pruebas especiales incluyendo se­

rotipificación , hemaglutinación y pruebas de adherencia en celulas Hep - 2 ( 62, 72 ). 

En cuanto al tratamiento se ha observado que infantes con diarrea intratable pueden 

responder a cotrimoxazol, sin embargo en algunos pacientes se pueden presentar recaídas 

después de la utilización de este antibiótico, por Jo que se considera que una terapia an­

timicrobiana no parece ser representativa en el tratamiento de las infecciones causada por 

EPEC. Lo más recomendable es la rehidratación ( 66 ). 

3.3 E. coli enleroinvasiva. (Tabla No. 8) 

En 1971 Dupont y cols. ( 15) estudiaron cepas de E. coli con capacidad de penetrar, 

colonizary multiplicarse en células de Ja mucosa delcolon.Estascepas son serológicamente 

diferentes a EPECy ETEC y su característica de tmteroinvasivaesta asociada a Ja presencia 

de un plásmido de aproximadamente 140 Mda que codifica para la producción de proteínas 

de membrana externa involucradas en el proceso invasivo ( 41, 73 ). 

La patogenesis de las cepas EIEC se caracteriza por la presencia de una enfermedad parecida 

a Ja disentería debido a Ja invasión y destrucción de Ja mucosa del intestino grueso, esta 

infección por lo general se presenta fiebre ligera o síndrome febril, calambres, dolor 

abdominal, malestar y toxémia Las muestras de heces suelen presentar PMN, moco y sangre 

con color sanguinolento-verdoso y consistencia viscosa (41, 55, 66, 72) 

La EIEC puede diagnosticarse por serotipificación o mediante pruebas de ELISA que deter­

minan proteínas de membrana externa o por pruebas de biología rnolécular utilizando sondas 

marcadas preparadas con fracciones de DNA obtenidos a panir del plásm)do de 140 Mda ( 25, 

41,73). 
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TABLANo.8 

Caracterlstlcas principales de E. coli enteroinvasiva. 

Características 
generales 

Grupos somáticos 

Patogénesis 

Distribución geográfica 

Grupo< de edad afectados 

Modo de transmisión 

Periodo de incubación 

Mecanismo de patogenicidad 

Cuadro clínico 

Frecuencia 

Diagnóstico de laboratorio 

Tratamiento 

l&lll&<C 
..-..- cepa.s 1011 a.cro1ogu:.a1ncn ......... mas a 

ETEC y EPEC, IOll capacea de invadir célu· 

lu de la mue.osa del colon e inducen una · 

cnfcnncdaddiane(cahemorrágicL 

281.c, l 12ac, 124, 136, 143, 144, 

t52, t64y t67 

Slndrome di5altbico 

Mundial 

Todas tu edades 

Alimcnlos conwninados 

2a3dfu 

Invasión y multiplicación en dlul&s 

epiteliales 

Dolor abdominal severo. 

E\'acu.acionses rrccuentes con moco 
y sangre. 
Fiebre 

10-20% 

- Prueba de Sa'cny 

- Prueba de invasividad en culLivo 

cclu111 Hcl.a. 
• DclCCCi6n de DNA 

- Pttfil de plismidos 

- EnsavO!l de inmunoabsorci6n. 

· Rchidraw::i6n oral. 

- Cuidados intensivos. 
- Rara vez IC indican anlibióticos 

Tomada de: ( 10, 23, 34,41,66) 
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A nivel de investigación se utiliza la prueba de Sercny en donde se observá la producción de 

queratoconjuntivitis en conejos o cerdos y por pruebas en cultivo celular utilizando lineas 

HeLa o Hep - 2 para observare! efecto invasivo característico de estas cepas en el modelos de . 
pruebas biológicas experimentales ( 41, 42, 54, 74 ). 

Dado que la EIEC no causa perforación del intestino y que la enfermedad es moderada, los 

antibióticos raramente se indican, solamente en casos graves se recomienda el uso de 

Trimetropin - Sulfametoxazol ( 41 ). 

3.4 E. coU enlerotoxigenica. (Tabla No. 9) 

Las cepas enterotox(genicas de E. co/i son las causantes en mayor proporción de diarrea 

del viajero y gastroenteritis en paises en desarrollo. Su virulencia se debe a la capacidad de 

producir enterotox(nas y organelos que se adhieren a superficies especCficas el epitelio 

intestinal ( 41, 42, 66, 72 ). Se conocen dos clases de enterotoxinas: Las toxinas termo lábiles 

LT-1 y LT-llqueson inactivasa60"Cpor 30 minutos y las toxinas temioestables: STay 

STh son resistente a IOO"C por 15 minutos ( 41, 42, 72 ). 

LaLT-1 es una prote(nacon un pesomolécularde 86,500; se localiza en el espacio pcriplásmico 

y solamente una pequeña cantidad se libera al medio de cultivo. Estructuralmente está dividida 

en fragmentos: A\, A2 y 5 fragmentos B unidos por enlaces no covalentes y tiene una gran 

semejanza a nivel de estructural, antigénicidad y actividad a la toxCna elaborada por V. 

cholerae ( CT) ( 34, 72 ). Dallas y Falkow, compararon las secuencias de aminoácidos entre 

CT y LT y encontraron un 78% de homología. ( 1 ) 

Los fragmentos A y B son sintetizados a partir de péptidos de 18 y 21 aminoácidos 
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respectivamente . Clemens y Finkelstein , reponaron que la subunidad A se activa mcdianie 

un tratamiento proteolftico y que la subunidad Bes la responsable de unir la to•ina a la célula 

epitelial blanco a través de su unión con el gangliósido GM 1 que actua como receptor celular. 

El fragmento A 1 tiene actividad tó•ica estimulando el sistema adenilato ciclasa y se provoca 

una hipersecresión prolongada ( 1, 23, 72) 

LT-11 tiene actividad biológica similar a CT o LT-1, pero no es neutralizada con los anticuerpos 

contra dichas toxinas. Generalmente este tipo de toxinas se aisla con mayor frecuencia de cepas 

obtenidas de cerdos ( 23, 72 ). 

Las toxinas termocstables son codificadas a nivel de plá5midos ( 72) y estan formadas de un 

péptido de 2KDa, no son antigénicas y se conocen al menos 2 tipos de ST (STa y STb ). 

STa tiene asociación con la inducción de diarrea activando el sistema guanilato ciclasa en la 

fracción membranal siendo tejido específica de la mucosa y estimula la secreción de GMP 

ciclico, es soluble en metanol y no pierde actividad con fenol, cloroformo, acetona, lipasa y 

tripsina. Es inactiva en ratón lactante, pero no en asa ligada de yeyuno porcino.STb tiene un 

papel incieno ( 1, 23, 28, 64 ). 

La alteración más común asociada a ETEC se denomina diarrea del viajero, la cual es un 

síndrome y no una enfermedad que puede tener un origen infeccioso. La diarrea del viajero es 

un problema de Salud Pública que se presenta entre los turistas provenientes de zonas 

templadas que viajan a regiones endémicas de clfmas cálidos. Se sabe que apro•imadamente 

300 millones de turistas viajan por el mundo cada año y se estima que 1 de cada 3 tienen alto 

riesgo de padecer diarrea durante su viaje; esto depende de las características del viajero, del 

lugar, de las actividades que desarrolle pero sobre todo del consumo de alimentos y bebidas 

contaminadas con algún agente infeccioso. La diarrea del viajero puede tener un origen no 

infeccioso y esto se debe a alteraciones en los hábitos intestinales debido a cambios de horario 
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en la alimentación exceso en la ingestión de bebidas alcohólicas y a factores psicológicos o 

emocionales ( 7, 26 ). 

La diarrea del viajero tiene una multiplicidad de nombres que se le auibuyen de acuerdo a la 

región, entre los que destacan: "Venganza de Moctczuma'\ "Galope griego", "Brote turco" y 

"Carreras romanas" esto indica la extensión del problema ( 2 ). 

Este síndrome se caracteriza por la presencia de diarrea acuosa con sangre, dolor abdominal, 

vómito y ocasionalmente se llega a presentar fiebre. Se transmite a través delconsumode agua, 

ensaladas, vegetales crudos y frutas o por el contacto entre personas con malos hábitos de 

higiene ( 7, 40, 41, 66, 72 ). 

En un estudio realizado en México se reponó que los alimentos son el principal vehículo de 

transmisión sobre todo si son consumidos en ·puestos ambulantes en donde la calidad 

higiénicade los alimentos y agua, así como los servicios de saneamiento ambiental en lugares 

turísticos son el motivo principal de contraer la diarrea infecciosa del viajero ( 7 ). 

En cuanto al periodo de incubación se repona que la diarrea aparece en forma rápida y no se 

detecta un tiempo de incubación, lo anterior depende del estado nuuicional del individuo. 

La duración media de una infección causada por ETEC es aproximadamente de 5 días, aunque 

esto depende del área geográfica donde se presente el brote. En áreas donde el viajero enferma 

se estima una frecuencia del 35-40% y aproximadamente un 15% con respecto a los turistas 

que enferman al llegar a su hogar ( 7 ). 

En México se han hecho diferentes estudios que indican que del 30 - 80% de los turistas que 

viajan a nuestro país desarrollan cuadros diarreicos, los cuales raramente llegan a ser graves, 

pero son incapacitantes y ocasionan molestias, cambios de itinerario y gastos de 

medicamentos. 
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TABLA No.9 

Caracterfslicas principales de E. coU enterotoxigénlca 

BTBC 

Características Produce OO. tipos de toxinu:LTy /oST, 1a 
generales primera 1etiva c1 1istcma adenill!D clclua 

¡:rovocando una hiperS«TCfión prolongada, la 
1egtmd.a .ctiva el 1ist.Qna gtunilata cicluL 

Grupos somáticos asociados 6,8, 15,20,25,27,63,78,114,128,148, 153,159,167 

- O.utroentcriti1 

Palo génesis - Oimu del viajero 

Distribución geográfica Paisca en desarrollo y iteu uvpicalcs. 

Grupos de edad af eciados NiOOs de todas tu C<lad« y turistas adultos. 

Modo de transmisión - Agua y alimentos contamlnados. 

- Penan. • PcnonL 

Periodo de incubación 1..a diarrea 11puccc en forma repentina 

Mecanismo de patogenicidad FnlQotoxinu L T y / o ST 

- Dolor abdominal. 

Cuadro cllnico - Vómito 

Fiebre 

Frecuencia 35 a 4011. 

- Serología somitica ynagclar 

Diagnóstico de laboratorio As.a ligada de conejo 
· EUSA 
- Aglutinación en partículu liltex. 
• Cullivo celular. 
· Hidridi.uci6n de DNA. 

- Rchidtatación onl. 
Tratamiento - TctraciclinL 

Chaltto de bi1muto. 
Cotrimouzol 

Tomad.ade:(7,23,34.41,66) 
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Para la detenninación de ETEC se utilizan ensayos in vitro e in vivo; de estos últimos, los 

modelos animales más utilizados son los de asa ligada de conejo y cerdo.Se utilizan también 

pruebas inmunológicas como ELISA , aglutinación en partículas látex, coaglutinación y 

radioinmunoensayo. Entre otros métodos de identificación se _!llspone del uso de pruebas 

basadas en el efecto citotónico de LT en diferentes lineas celulares como: Vero, CHO o YI 

adrenales ( 23, 66, 72 ) . 

. 3.S E. coli enteroadherente. 

Un grupo aún no bien definido es el EAEC. Se ha observado que algunas cepas de E. coli 

pueden presentar fenotipos diferentes de adherencia. El primero es el de adherencia 

localizada; este fenotipo se caracteriza por la formación de grupos compactos de bacterias, que 

se agrupan sobre la superficie celular. Un segund~ patrón de adherencia denominada difusa 

verdadera se caracteriza por la adherencia unifonne de microorganismos únicos sobre las 

celulasde cultivo y último patrón involucra autoaglutinación de celulas bacterianas, observan­

dose agregados como ladrillos apilados ( 1 O, 21 ). 

Mathewson y cols encontraron que existía mayor frecuencia de aislamiento de cepas 

E. co/i que presentan un patrón de adherencia localizada o difusa en celulas Hep-2 en 

individuos con diarrea que en personas no enfermas, al serotipificarestas cepas observaron que 

no pertenecían a los serogrupos ya establecidos o raramente fueron EPEC ( 21 ). Por el 

contrario Cravioto y cols ( 10 ) trabajando en México, obtuvieron diferentes datos .Ellos 

observaron adherencia a celulas Hep-2 en la mayoría de las cepas EPEC; esto condujó a la 

demostración de una adhesina específica a Hep-2, denominada EAF, estos hallazgos se 

correlacionan con la capacidad de ciertos EPEC para causar diarrea en el hombre ( 68 ). 
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Los grupos serológlcos asociados son indefinidos hasta el momenlo y por estudios 

epidemiológicos se ha llegado a establecer que existe una frecuencia elevada de aisla­

mienlos de E. coli enteroadherente en niños que viven en paises en vías de de sarro lo o ruristas 

que viajan a estos ( 21 ). 

La presencia de necrosis hemorrágica en asas intestinales de conejo y rata son algunas de las 

lesiones histopatológicas características que las diferencia de las cepas EHEC, EPEC, EIEC 

y ETEC. Actualmente se están realizando investigaciones en cultivo celular y estudios de 

biología molé<:ular empleando sondas sensibles y específicas de DNA y pruebas de inmu­

noanálisis, con la finalidad de facilitar el estudio epiden\iológico y caracterizar clinicamente 

en el laboratorio las infecciones diarreogénicas causadas por esta clase de E. coli. (21, 81 ). 
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4. Mecanismos de patogcnicidad de E. coU productora de citotoxinas. 

4.1 Modo de acción 

Una infección gastrointestinal por E. coli productora de citotoxinas se presenta cuando la 

bacteria resiste las defensas naturales como: acidez gástrica, capa de moco, peristaltismo, 

microílora intestinal y la respuesta inmunológica del intestino (producción de IgA) (1, 69). 

Para que se lleve a cabo el proceso de patogenicidad la bacteria se adhiere a la célula blanco, 

la coloniza y se multiplica ( 1, 69 ). Un modelo de colonización en animales infectados 

natural o experimentalmente por E. coli productora de verotoxinas, sugiere que el fenómeno 

de 11attaching andeffacing" está relacionado con cepas productoras de citotoxinas, fenómeno 

por el cual se presentan lesiones a lo largo de la mucosa intestinal ( 19 ) 

Algunos investigadores sugieren que el efecto patógeno de las cepas EHEC se da por la 

acción de uno o varios factores de virulencia como: producción de citotoxinas VT-1 y VT-2 

poder de adherencia y fenómeno de " ~ttaching and effacing " . Estos factores alteran el fun­

cionamiento normal de absonción de agua y electrolitos y como consecuencia se presenta un 

proceso diarreíco ( 19 ). 

Tzipori y cols. en 1987 determinaron que la producció'n de VT o la presencia de un 

plásmido de 60 MDa, no es requerida para causar diarrea. Ellos observaron que la presencia 

de diarrea se correlaciona con lesiones " attaehing and effacing " que ocurren indepen­

dientemente de la asociación con plásmido ó citotoxinas ( 77 ). 

Cada subunidad de las citotoxinas VT-1 y VT-2 juega un papel esencial en la sensibili­

zación e intoxicación de las células del huésped. La subunidad Bes la responsable de unir 

la toxina con el receptor celular Gb". Este receptor es de naturaleza glicoproteíca y puede 

ser destrUfdo por proteinasas, fosfolipasas y lisozima La subunidad A, activada por un 
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proceso proteolitico es la icsponsable de la inhibición de la síntesis de proteínas por una 

inactivación catalitica en la célula blanco ( 6, 34 ). 

Unión con el receptor e lnternalización. 

Keusch, Jacewicz y Donahue-Rolfe en 1991 demostraron la unión específica de las 

cilotoxinas a la membrana de hígado de rata y células HeLa , eslC modelo explica el 

mecanismo de entrada de las cilotoxinas SLT-1 y loxina Shiga a las células blanco vía 

icceplor ( 37 ), el cual se encuentra en los entcrocilos y también se localiza abundantemente 

en células de la coneza del riñon, por lo que Padhyf y cols (1992) sugieicn que la 

identificación de Gb, como icceplor funcional de VT-1 y VT-2, es consecuente con el papel 

etiológico de las cepas producloras de citotoxinas ( 6, 54, 72 ). 

Inhibición de la slntesls de proteínas 

En la inhibición de la síntesis de proteínas se bloquea la elongación de la cadena del péptido 

a nivel del ribosoma 60s y se inhibe la unión del aminoacil RNAl con los ribosomas 

dependientes del faclor 1 del alargamienlO de la biosínicsis de la cadena de DNA, por lo tanlO 

se considera que la subunidad A es una enzima que c~taliza el rompimiento del enlace 

N-glicosídico en la base adenina 4324 del RNAr 28s de la subunidad ribosomal 60s y esta 

actividad es la que produce la inhibición iricvcrsible de la sínlesis de proteínas y la mucne 

celular( l, 17, 36,50). 

Chame y cols ( 1976) sugieicn que las cilolOxinas estimulan dilCCtamcnte la actividad 

de la adenilato ciclasa y se incrementan los niveles de AMPc provocando acumulación de 

fluído en el lúmcn intestinal. Gemmell en 1984 corroboró 1 o anlerior al trabajar en 

modelos animales y observó que las citotoxinas provocan hemorragias en la mucosa 

inlCStinal debido a la actividad citotóxica y como efcclO secundario activan el sistema 

adenilato ciclasa ( 23 ). 
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FIGURANo. l 

Modelo de entrada de la citotoxina SL T • 1 e inhibición 
de la sintesis de proteinas. 

La subunidadBscuncalrece¡:u.- GB1delacélulaylaenlnldadcla ci(()(Oxinaalcicoplasma es mediada 

por un pnx.cso de endocitosis , se íonna una "csícula, se acidifica y se rusiona con los lisosomas. 

La subunidlld A 1 se activa y provoca la inhibición de la slnicsis de protefnas ( 14, 50, S4) 
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4.2 Modelos animales 

Existen diversos modelos animales que se han desarrollado para estudiar el mecanismo de 

patogenicidad del serotipo 0:157H:7 y otros produciores de altos niveles de citoloxinas. 

Al parecer el uso de ratón lactante. cerdos y terneras genotobióticas son Jos modelos 

apropiados para el estudio de la colonización e inducción de diarrea. El mecanismo de 

colonización de E. col/ 0:157:H7 en cerdos genotobióticos se asemeja al modelo de la 

EPEC. Algunas investigaciones han reportado Ja presencia de un plásmido de 60 - 70 MDa 

en cepas de E. coli 0:157H:7 y' otras productoras de citotoxinas; a este se le ha asociado la 

expresión de un antígeno fimbria! relacionado con el procéso de colonización ( 50, 54 ). 

Pai y cols. en 1986 observaron que conejos inoculados intragastricamente con una dosis 10' 

de E. coli 0:157H:7, desarrollaban diarrea y prese~taban daño en el epitelio de la mucosa 

del colon medio y distal; estas lesiones se caracterizaron por la muene celular en la superficie 

del epitelio, el incremento de la actividad mitótica en las criptas, la disminución de la mucina 

y la infiltración de neutrófilos en la lámina propia y en el epitelio ( 50, 54 ). 

Farmer y cols. inoculando una dosis conocida de E. coli O: 157H:7, por vía nasofarfugea a 

cerdos, mono rhesus y ratón; observaron que en todos los animales trabajados se presentaban 

procesos diarreicos con sangre ( 50, 54 ). 

El daño histopatológico que causan las cepas productoras de citotoxinas a nivel de vasos 

pequeños se ha estudiado modelos animales y los resultados obtenidos se han comparado 

con el daño en endotelio vascular que presentan las personas que han mueno por SUH 

(50,54 ). 
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Bccty diseño algunos estudios en animales para evaluar el papel de las citotoxinas en el 

desarrollo de SUH y CH y observó que la inoculación intrapcriotncal o intravenosa en 

ratones produce lesiones en el colon y en el riñón, distrofia vascular, acumulación de 

sangic en el lumen y pared del colon ( 50, S4 ). 



·1.3 Modc;IJS moléculares 

Como consecuencia de Ja aparición de cepas E. coli productoras de una toxina tennohlbil 

diferente a la LT de Ja E. coli enterotoxigénica, algunos investigadores diseñaron modelos 

animales y posterionnente moleculares con el fín de aclarar las interrogantes que surgieron 

en tomo a la virulencia, patogenicidad, epideomiolog{a y mecanismo de acción de las cepas E. 

coli productoras de citotoxinas. 

Entre modelos moléculares que han surgido para aclarar estas interrogantes, destacan los 

siguientes: 

Scotland y cols en 1980 realizaron estudios genéticos de la•producción de VT y observaron 

que esta característica es1;1 codificada a nivel de fagos. En experimentos posteriores demos­

traron que el fago contiene DNA con un peso molécularde 30 x 10' ( 50, 63 ). De acuerdo a 

estos antecedentes Willshaw y cols. en 1985 realizaron clonación de genes con el fago 

H:l9 de la cepa 0:26H:11 para obtener una cepa productora de citotoxinas y mediarnte estos 

estudios identificaron un fragmento de 2.5 Kb y observaron que existen diferentes genes 

que codifican para la producción de las citotoxinas ( 82) 

Newland y cols en 1988 clonaron genes para la producción de SLT-11 de E. coli e 

identificaron una región con fragmentos de 4.9 Kb del fago 933W, asociada a Ja producción 

deSLT-II(48,49) 

En experimentos adicionales se demostró que Ja organización genética para SLT-1 es 

semejante a la SLT-11; obscrvandose que fragmentos de DNA de SLT-11 son homólogos 

en un 50 - 60% con genes estructurales del DNA deSLT-1 ( 50 ). 

Whittam y cols. en 1988 mediante una detección electroforética de variación alélica 
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caracterizaron genotipos cromosomales de bacterias aisladas de pacientes con SUH o CH 

. Los resultados obtenidos fueron utilizados para el análisis clonal de la relación de O: 157H:7 

y otros serotipos productores de verotoxina aislados de personas con SUH o CH. Al realizar 

la comparación genética se observó que la clona de 0:157H:7 es única, distante y que está 

relacionada con otros patógenos productores de citotoxinas. De acuerdo a el análisis de los 

genotipos de E. coli O: 157H:7 se concluyó que este organis!11i> es de reciente descendencia 

de una célula ancestral. Este descubrimiento supone la hipótesis de que el aislamiento de E. coli 

O: 157H:7 penenece a una sola clona ( 80 ). 

Brown y cols. en 1989 realizaron pruebas de hibridación con E. coli productoras de 

SLT-1, SLT- ll y SLT-llv y oligonucle6tidos sintético! elaborados a partir de secuencias de 

nucle6tidosquecodifican para la subunidad A y B de SLT-1 y SLT-11. Este estudio se realizó 

con la finalidad de identificar cepas E. coli productoras de diferentes tipos de SL T. Las pruebas 

de hibridación se realizaron a 45ºC y 53ºC y se concluyó que Ja prueba de hibridación con 

oligonucle6tidos a 53ºC puede diferenciar aislainientos entre SLT-11 y SLT-llv, también 

observaron que existen diferentes nucle6tidos entre la entre Ja posición 1013 a la 1032 de 

la secuencia que codifican para la subunidad A de SLT- 1 y SLT -11 ( 5, 33) 

Un estudio completo de evidencias genéticas para fines de fagotipificación fué publicado 

en 1987 por O' Brien ; este estudio ha sido la base de muchas investigaciones en cuanto a 

modelos genéticos se refiere ( 50) . Los fagos originalmente designados H 19 A y H 19J se 

relacionan con el fago 933J de la cepa 933 en términos de moñologfa , cadena polipeptfdica, 

fragmentos de DNA de restricción e inumunidad específica, siendo diferente el fago H 19B en 

cuanto a esta última característica. ( 56 ). 

Toth y cols. en 1991 realizaron pruebas de ELJSA para determinar Jos productos del 

plásmidode60 MDa de E. co/i.serotipo O: 157H:7. En este estudio se identificaron 2 proteínas 

·de 82 y 92 KDa presentes en cepas de E. coli ·con plásmidos de 60- MDa. La prueba de 
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ELISA también detenninó proteínas similares en cepas de E. coli productoras de SL T y 

que pencnecen a serotipos diferentes al 0:157H:7 ( 3 ). 

Todos estos estudios han dado origen a la estandarización de ensayos genéticos como: , 

clonación de genes para la producción de SL T, prueba de la mancha o" colon y blot ",detección 

de anticuerpos monoclonales y PCR, para la identificación e investigación de cepas EPEC y 

EHEC relacionadas con la producción de citoto~inas ( 82, 83 ). 
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VII. Jl11JS'll'lllFIIC.&.C!I({J)N 

La frecuencia de diarrea en M6xico y la creciente evidencia de que las cepas de E. coli 

productoras de citotoxinas se encuentran asociadas a cuadros diarreicos relacionados con 

SUH y CH, son el motivo de un estudio en muestras fecales obtenidas de casos de diarrea 

en infantes, de viajeros y de muestras de alimentos, con la finalidad de verificar si están 

involucradas cepas de E. coli productoras de citotoxinas. 

El presente trabajo puede contribuir a ubicar a las cepas de E. coli productoras de citotoxinas 

entre los agentes etiológicos causantes de cuadros diarreicos en la población mexicana 

asociados al consumo de alimentos, aspecto hasta el momento no reportado en México y 

auxiliar en el tratamiento efectivo, al ensayar métodos de diagnóstico rápidos que ayuden 

a prevenir complicaciones como SUH y CH y descartar agentes etiológicos no bacterianos 

asociados con estos síndromes. 
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Aislar y caracterizar cepas de E . coli obtenidas a partir de carne molida 

cruda, hamburguesas y muestras de heces provenientes de un brote de diarrea 

del viajero con la finalidad de verificar su comportamiento bioquúnico, grupo 

serológico y producción de citotoxinas en un sistema decultivo celularVero 

y comparar éstas expresiones fenotípicas con las obtenidas en 50 cepas de 

E. coli seleccionadas del cepario de la Escuela Nacional de Ciencias 

Biológicas del Instituto Politécnico Nacional. 
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Estimar el contenido de colifonnes en muestras de carne molida cruda y 

hamburguesas utilizando el método de número más probable. 

Aislar e identificar cepas de E. coli a partir de carne molida cruda, 

hamburguesas y muestras de heces provenientes de un brote de diarrea del 

viajero, utilizando pruebas bioquímicas en tubo y por el sistema APl-20 

para enterobacterias. 

Caracterizar cepas EHEC mediante pruebas de sorbitol en tubo, placa y 

microplaca. 

Determinar el antígeno somático mediante pruebas serológicas en tubo. 

Realizar pruebas de citotoxicidad en cultivo celular a cepas E. co/i 

reponadas como sorbitol negativo. 
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EQUIPO 

Estufa a 37"C 
Microscopio invenido 
Horno 
Autoclave 
Centrifuga cllnica 
Microcentrífuga 
Balanza granataria 
Balanza analítica 
Liofilizadora 
Soplete 
Jarra de anaerobiosis 
Micropipetas 

MATERIAL DE VIDRIO 

El usual en un laboratorio de Bacteriología médica. 

MATERIAL DE PLASTICO 

Microplacas de 96 poros 
Puntas estériles. 

MEDIOS DE CULTIVO 

Gelosa MacConkey 
Golosa MacConkey - sorbitol 
GE 
BAB 
SS 
TCBS 
AST 
Caldo tetrationato 
Caldo lactosado 
Caldo verde brillante bilis al 2% 
CST 
Medio M-199 ( Con sales Earle ) sin bicarbonato con L- Glutamina. 
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PRUEBAS BIOQUIMICAS DIFERENCIALES 

TSI 
LIA 
MIO 
CIT 
RM-VP 
UREA 
SOR-T 
SOR-MP 
Sistema API - 20 para enterobacterias. 

SOLUCIONES 

SSF al 0.85% estéril 
Formalina 
Regulador de fosfatos ( PBS ) 

· Tripsina 0.05% 
Bicarbonato de sodio 4.4% 
Verseno ( EDTA + PBS) 0.05% 
Penicilina y estrepiomicin~ ( PES ), a una concentración final de 
1000, 000 Ul /mi y 100 mcgs /mi respectivamente. 
Suero íetal bovino al 10%' 
Suero glucosado 
Lincomlcina ( 100 ug /mi) 
Polimixina B ( 10, 000 UI /mi) 
Colorante de Giemsa 

REACTIVOS 

Me rano! 
N, N, N', N' - te1rametil parafenilendiamina. 
HO 30% 
a - Naftol 10% 
KOH40% 
Cloruro férrico 10% 
Diclorhidrato de p-aminodifenilbcnzaldehido 
Rojo de metilo 
a - Naftil amina 
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l{. MllJJRS'!I'll't&.~ MA'IJ'l&ll'tll&.II. llllll!ll!I.l!ll!GlllCl!ll 'lf CJ&IP&.~ 
lll>l& ll'l.l&!Fl&ll'l.l&NCllA 

MUESTRAS: 

50 Cepas E. col/ seleccionadas del cepario de la ENCB-IPN. 
23 hisopos rectales provenientes de Campeche (brote de diarrea 
del viajero) 
10 muestraS carne molida cruda recolectadas en el Rastro de 
Atzcapozalco. 
10 muestras de hamburguesas obtenidas en diferentes puestos 
ambulantes y comercios establecidos. 

LINEA CELULAR 

Células de riñon de mono verde africano. (Vero ) 

CONTROLES 

E.coli 933! ( VT-1 positiva) 
E. coli 933W ( VT-2 positiva) 
E. coli VT-1 y VT-2 negativa 
E. coli H10407 ( LT positiva) 
E. coli H:30 ( VT-1 y VT-2 positiva) 
E. coli 0:157H:7 

ANTISUEROS SOMATICOS: 

0:6 
0:8 
O: 15 
0:20 
0:25 
0:26 
0:27 
0:63 
0:78 
O: 111 
O: 126 
O: 148 
O: 157 
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11.1 Estimación de colirormes en muestras de alimentos por el método de NMP 
Prueba Presuntiva y Confirmatoria. 

Con base en las nonnas de control sanitario de los Estados Unidos de Noneamérica 

se realizó un ensayo de estimación del contenido de colifonnes prueba presuntiva y confir­

matoria en lO muestras de carne molida cruda obtenidas en diferentes puestos del rastro de 

Atz.eapozalco y en lO muestras de hamburguesas recolectadas en diversos expendios 

públicos y restaurantes de comida rápida ( 2 ). 

La prueba presuntiva consistió en inocular 1 mi de 3 diluciones diferentes ( l: 10. l :100 y 

1:1000 ) de la muestra • en una serie de 9 tubos de caldo lactosado con tubos Durham 

invcnidos, los cuales sirvieron como dispositivo indicador de la presencia del gas que se fonnó 

como producto de la utilización del carbohidrato. Los tubos se incubaron a 37ºC de 18 - 24 h 

y después de la incubación a todos los tubos con evidencia de gas, se les realizó la prueba 

confinnatoria utilizando lO mi de caldo verde brillante bilis al 2% con tubos Durham invertidos 

En la prueba confirmatoria los tubos se incubaron de 18 - 24 h y se dio como positivos los que 

presentaron gas (Diagrama No. 1 ). De acuerdo al número de tubos y dilución, los resultados 

se buscaron en tablas de MacCray (Apéndice B.5 ) y los resultados se reponaron en 

UFC / g de muestra de alimentos. 

11.2 Aislamiento de E. co/i y otros enteropatógenos 

11.2.1 de alimentos 

En el monitoreo de alimentos se trabajaron 10 muestras CM y lO muestras de H. Para 

procesar las muestras se siguió la rutina de trabajo ilustrada en el Diagrama No. 2. Se pesaron 

50 g de cada muestra y se realizó una dilución 1: lO en caldo lactosado. Si la muestra de 

hamburguesa pesaba menos de 50 g, se ajustó la cantidad de caldo para no cambiar las 
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DIAGRAMA No. l 

&Umadón del contenido de colirorrnes en muestras de 
alimentos por el método de NMP. 

SO g de carne molida cruda 

450 mi de caldo lactosado 

Diluciones 

1: 10 1:100 1:1000 rn 1 1 1 

ITITíl TIUU UUU 
NOla: La prueba confumalDria se r<alizó, utilizando verde brillante bilis al 2%, 

inoculando 2 asadas a partir de los lubos con caldo laclOSa en los cuales se 
observó presencia de gas (Prueba pruuntiva ) 
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condiciones de trabajo.Las muestras se homogenizaron en licuadora y se sembró 0.1 mi de 

cada una en agar MacConkey 

Las suspensiones y las placas se incubaron a 37ºC de 18 - 24 h. Después del periodo de 

incubación nuevamente se tomo 0.1 mi de la muestra y se sembró en agar MacConkey. 

Por cada muestra se recuperaron 8 colonias lactosa positiva y 2 lactosa negativa con 

morfología colonial diferente. Cada cepa se purificó y se sembró en tubos de BAB o GE para 

conservarlas (Apéndice B.1 ) 

11.2.2 de heces de un brote de diarrea del viajero 

En el Diagrama No. 3 se presenta la rutina de trabajo utilizada en el estudio de23 muestras 

diarreicas provenientes del estado de Campeche . Las muestras se sembraron en : agar 

MacConkey , TCBS y caldo tetrationato. Las placas con agar se sembraron por estría 

cruzada con dilución y el caldo tetrationato se .inoculó colocando el hisopo dentro de el 

tubo y la incubación se realizó a 37ºC de 36- 48 h, después del periodo de incubación a 

partir del caldo tetrationato se resembró en agar verde brillante y sulfito de bismuto. 

Las placas se revisaron y se picaron 5 colonias lactosa positiva y 2 negativa, las cepas se 

purificaron y se conservaron en tubos de BAB o GE (Apéndice B.1 ). 

11.3 Identificación de E. coli y otros enteropatógenos. 

11.3.1 por pruebas diferenciales en tubo 

Se trabajaron 50 cepas de E. coli provenientes de un estudio de niños con y sin diarrea 

hospitalizados en Pediatría del Centro Médico Nacional del IMSS. Las cepas fueron propor­

cionadas por el Laboratorio de Bacteriología Médica de la Sección de Graduados de la ENCB­

lPN.Las cepas se purificaron en agar MacConkey y el procedimiento de laboratorio para 

la identificación se llevó a cabo de acuerdo al Diagrama No. 4 , utilizando el sistema 

convencial de bioquímicas en tubo: TSI, LlA, CIT, RM, VP, URE y MIO 
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DIAGRAMA No. 2 

Aislamiento de E. coU y otros enteropatógenos a partir de alimentos: 
carne molida cruda y hamburguesas 

NMP 

Hamburguesas 

ALIMENTOS 

50 g de muestra + 450 .mi 
de caldo lactosa 

Método directo 

Sembrar en MacConkey 
Verde brillante 

Sulfito de bismuto 

37"C t8-24h. 

Carne molida cruda 

37"C t8. 24 h. 

Método indirecto 

Picar 4 colonias lactosa ( + ) y 2 lactosa ( - ) 

Conservación a corto plazo 

Sembrar en tubos con BAB o Ociosa especial 
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DIAGRAMA No.3 

Aislamiento de E. coU y otros enteropatógenos a partir de 
heces provenientes de un brote de diarrea del viajero ( Campeche ) 

Hisopo rectal 

1 
Medio de transporte ( Cary - blair ) 

1 
Diagnóstico de y. clwW:ac 

1 

1 
Sembrar en Agar 

Mac Conkey 

Depositar los hf50p0t en tubos con APA 

37'C 6-Bh 

Sembrar en TCBS 

1 
Picar colonlas M>Spcchosu 

37'C 24 h. 

picar!5 colonias lac(+) 
y S cokmiu tac(·} 

Purificar las cepas 
sospechosas 

Conservachln a corto plaw 

Sembrar en tubos de BAB o GE 
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DIAGRAMA No. 4 

Pruebas bioqu(mlcas en tubo para la confirmación de cepas de E. coli 

catalasa 

Cepas E. coli de Ninos con y sin diarrea. 

Verificar pureza, sembrando 
en BAB por estrfa cruzada 

con dilución 

Picar una colonia característica 

Pruebas Bioqu(micas 

oxidasa 

37"C18-24h 

U TI ITITíl TI TI 
TSl UA 

Identificación 
presuntiva 

Cono plazo 

Resiembra en GE 

ClT RM VP UREA MIO 

Comprobación bioqulmicL 

CONSERV ACION 

largo plazo 

Liofilización 
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11.3.2 flG" microsistema APJ-20 para enterobacterias 

Se trabajaron 280 cepas bacterianas para ser idenlificadas por el sistema API-20 para 

entcrobacterias. 250 provenían de alimentos y 30 de un brote de diarrea del viajero. 

Siguiendo la rulina descrita el el Diagrama No. s. se prepararon suspensiones bacteriana 

ulilizando 5 mi de SSF estéril. 

Los microtubos de la tira reactiva se llenaron hasta la mitad del tubo y solamente para las 

pruebas de CIT, VP y GEL la suspensión se llevó hasta la cúpula . Para las pruebas de 

descarbm<ilación de aminoácidos, URE y producción de ácido sulfhídrico se llenó la cúpula 

con vaselina estéril. 

El sistema API-20 se incuba a 37ºC de 18 a 24 h, después del tiempo de incubación, se revisa 

la tira si la glucosa y otras 3 pruebas más daban positivas sin que se les haya agregado reactivo, 

se considera que la tira puede leerse y se adiciol\an los reactivos, se leen los resultados y se 

interpreta el código obtenido ulilizando el Manual API-20. En el caso de que la glucosa 

y otras 3 pruebas permanezcan negativas la tira es reincubadn otras 24 h a 37ºC y se anaxan 

las siguientes pruebas: 0-F, nitratos, motilidad y creciemiento en MacConkey. 

11.4 Pruebas de fermentación de sorbilol en tubo, placa y microplaca. 

March y cols en 1986 y Kannali y cols ( 1989 ) uúlizaron agar MncConkey con sorbitol 

para el aislamiento e identificación de E. coli 0:157H:7. De acuerdo a estos antecedentes y 

con la finalidad de recuperar el scrotipo O: 157H:7 y otros con esta característica se muestrea­

ron 104 cepas E. coli . 

La rutina de trabajo se llevó a cabo de acuerdo al Diagrama No. 6 . El ensayo de 

fermentación de sorbitol se realizó por 3 métodos diferentes: tubo, placa y microplaca. En 

los dos primeros sistemas se utilizó como indicador rojo de fcnol y en el último indicador 
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DIAGRAMA No. S 

Identií1C&ción de cepas bl:lcterianas por pruebas miniaturizadas 
( Sistema APl·20 para enterobacterias) 

CM H A DV 

u rr u u 
1 1 

1 
1 

o 
1 

Sembrar en BAB, 
por cstria cruuida cccldilucicln Incubar a 37'C 2A h 

1 
Realizar prueba de cddasa 

Microwbo 

Cúpula 

Tubo 

AjustBr con el tub<> 1 del Ncfelómeuo de MacFarland 

DD~~QDDODQ DOOOQOUOOO 
-----------------------------------Glucosa(·) -- RESULTADOS Glucosa(+) 

1 más oiras

1
3 pruebas 

Reincubar 24 ha 37oC Adicionar Reactivos 

Leer resultados e interpreiar el código 
utilizando el Manual API • 20 
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DIAGRAMA No. 6 

Pruebas de fermentación de sorbitol en tubo,placa y microplaca. 

CM 

Tubo 

ALIMENTOS BROTES DIARREICOS 

H A 

Verificar pureza, sembrando 
en BA, por estría cruzada 

con dilución 

DV 

Incub.:-a37"C 18·24h 

Elegir una colonia característica 
para realizar la prueba de fenncntación 

de sorbitol por 3 métodos diferentes 

Placa 

CE 

Mlcroplaca 

1 
lncubara37-C: 18-24h 

Leer resultados 
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de Andrade. La prueba de fennentación desorbito~ st:: 1 ..... 111i:· .{'I J1 l.i ~~. ·· ,. 

medio y el consecuente cambio de pH y vire del indicador. 

11 5 Pruebas serológicas. 

Se realizó la caracterización serológíca a 104 cepas de E. coli .. De acuerdo a el Diagrama 

No. 7 las cepas se sembraron en agar MacConkey y después del pcriódo de incubación se 

eligió una colonia lisa y se sembró en medio de BAB por estría cruzada con dilución ; las 

placas se incubaron de 18 · 24 h a 37-C y se seleccionaron por observación directa en 

núcroscopio esteroscópico 3 colonias con borde liso y delimitado y se sembraron en 1 O mi 

de CST de 4 - 6 h a 37-C para posteriormente realizar un tratamiento con vapor fluente 

( 2 - 3 lbsde presión,! h ), con este tratamiento se eliminan la cápsula y los flagelos para dejar 

intacta la pared célular. Después del tratamiento las muestras se refrigeraron toda la noche, 

para favorecer la sedimentación celular. 

Cuando se observó formación de malla en la pane inferior del tubo las cepas se descana ron 

por ser rugosas, la malla se forma por la aglutinación de las paredes celulares bacterianas 

rotas. 

Para Ja tipificación serológica se emplearon 0.9 mi del sobrenadan te de las cepas formadoras 

de botón (pared celular intacta) y 0.1 mi de una dilución 1: lOOOde los antisueros somáticos: 

0:6, 0:8, O: IS, 0:20, O: 25, O: 26, O: 27, O: 63, O: 78, O: 111, O: 126, 0:148 y O: 157. 

En la prueba se utilizaron los siguientes controles: Control de cada suero y un control 

negativo. 

Los resultados se reportaron de acuerdo a la siguiente relación: 

Presencia de botón: 

Presencia de malla: 

Antisuero no correspondiente. 

Antisuero correspondiente. 
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DIAGh:AMA No. 7 

Serotipificación de cepas E. coli 

Sembrar por esttía cruzada en BAB 

Incubar a 37"C, 24 h 

Elegir 3 colonias lisas, e inocular cada una en tubos con 10 mi de CST 

Incubar i. 37"C, 24 h 

Someter Jos tubos a vapor fluente 
(2-3lbpor1 h) 

Sedimentar el crecimiento en cámara fría 

Elegir los tubos en donde se observe botón 
(colonias lisas ) 

Mezclar 0.1 mi de suero+ 0.9 mi de antígeno 

Agitar y colocar en baño maría a 50ºC, 24 h 

Tomar lectura e interpretar los resultados 
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11.6 Pruebas de citotoxicidad en cultivo celular VERO. 

Este tipo de pruebas se describieron inicialmente por Konowalchuck en 1977 al detenninar 

Ja actividad biológica en cultivo célular de toxinas termolábiles diferentes a LT ( 38 ).La 

secuencia del ensayo de citotoxicidad se ilustra en el Diagrama No. 8. 

11.6.1 Preparación del sobrcnadante. 

La obtención de las toxinas se realizó utilizando CST de acuerdo a la metodología descrita 

por Chan y Scotland en 1987 ( 8 ). Las 104 cepas de E. coli conservadas en GE se 

resembraron en tubos con 5 mi de CST y se incubaron a 37ºC por 4 h. De este cultivo 

se tomó O.! mi para inocular tubos con 2ml deCSTy 0.1 mldeLincomicina(IOOug/ml) 

y los tubos se incubaron a 37ºC toda Ja noche.Con Ja linalidad de obtener toxinas libres 

de bacterias las muestras se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos y el sobrenadan te 

obtenido se recen tri fugo a 12, 000 rpm durante JO min ( sobrenadante A). El paquete celular 

obtenido se lava con 2 mi de PBS estéril y se .centrifuga a 2500 rpm durante 5 minutos. 

Posteriormente el botón se resuspende en 0.4 mi de PBS estéril y se adiciona 0.2 mi de 

sulfato de polimixina B JO, 000 UI /mi ( 14 ) . Los tubos se incubaron a 37ºC durante 

10 minutos y después se centrifugaron a 12000 rpm por 1 O minutos. El sobrenadan te obtenido 

fue empleado para determinar la presencia de toxinas LT y /o VT (sobrenadan te B ), utilizando 

línea celular VERO en microplacas de 96 pozos.Los sobrenadantes que no se utilizaron 

inmediantamente para el ensayo se conservaron en congelación a - 70ºC durante 3 semanas. 

11.6.2 Preparación de la microplaca de 96 pozos con celulas VERO. 

Se utilizaron 6 microplacas de 96 pozos y una de 24 con aproximadamente 18 000 células por 

pozo. 

Las microplacas fueron preparadas de acuerdo a la siguiente metodología: 

A una botella de 75 mi con cultivo celular confluente de células VERO se le retiro el medio 

de cultivo por el lado contrario a la monocapa y se le adicionó 2 mi de una mcu:lade tripsina-

- 55 -



verscno al 0.25% para lavarla , se eliminó y posterionnente se adicionó 1.2 mi del mismo 

reactivo y se dejó actuar 2 minutos a 37ºC. Las células desprendidas se suspendieron en 

2 mi de MEM con 10% de SFT y se tomó 0.1 mi del cu! tivo celular para haceruna cuenta 

viable con 0.9 mi de azul de tripano, según lo descrito en el Apendice B.3.2 

Ajustada la suspensión para obtener una concentración de IOOOOOcélulas por mi, se distribuyó 

en la microplaca adicionando 0.180ml por pozo y se incubó a 37ºC por 24 h. Después este 

periodo se observó la confluencia de la monocapa porcada pozo y se utilizaron aquellos pozos 

que tenían entre 90 - 100% de confluencia. 

11.6.J Ensayo de citotoxicidad. 

En el ensayo se utilizaron 4 microplacas, a lasque se les cambió el medio de cultivo por MEM 

al 2% de SFf y se inocularon 0.010 mi del sobrenadante A y 0.010 mi del sobrenadante B 

por pozo. El ensayo se relizó por duplicado y se incluyeron los siguientes testigos: 

a) Testigo positivo para VT.- Sobrenadan te de cultivo de las cepa 933J, 933W y H:30, 

los sobrenadantes de acuerdo a la cepa fueron inoculados en pozos diferentes. 

b) Testigo positivo para LT.- Sobrenadantede cultivo de la cepa H10407. 

c) Testigo Negativo.- Sobrenadante de cultivo de una cepa incapaz de producir LT o 

VT. 

d) Testigo del medio de crecimiento de la cepa bacteriana.- Pozo con cultivo de 

células más CST para descartar su toxicidad. 

e) Testigo del antibiótico.- Medio de CST más lincomicina 

f) Testigo de las células.- Pozo con monocapa de celulas y medio de cultivo para 

celulas. 

Las microplacas se incubaron a 37ºC . 

- 56 -



11.6.4 Interpretación 

Las lecturas se realiuron a las 3, 6, 24,4 8, 72 y 96 h. La observación se hizo en microscopio 

invenidocon el objetivo de IOX. Los resultados positivos para LT y /o VT se reportaron de 

acuerdo a las condiciones de las células inoculadas con los sobrenadantcs de los testigos y al 

siguiente criterio: 

EFECTO OBSERVACION TIEMPO 

Ciiotónico reversible células alargadas 6-24 h 

Citotóxiéo irreversible células redondeadiis 24 - 96 h. 

" lisis celular " 

11.7 Prueba de la mancha con sonda LT no radioactiva marcada con digoxigenina. 

A principios de la década de los años 80 se comenzaron a usar técnicas de biología molecular 

empicando sondas de DNA que determinan secuencias específicas en el material genético 

y que ponen de manifiesto fragmentos de DNA que codifiquen para una propiedad en especial, 

por ejemplo la subunidad A de la toxina LT. Los ensayos de hibridación se fundamentan 

principalmente en lacaracterísticade complementaricdad que existe entre las cadenas de DNA 

de los ácidos nucleicos ( 25, 73 ). 

1.7.1 Preparación de prueba de la mancha o prueba de la mancha • 

Con la finalidad de verificar si existía alguna huella genética relacionada con la toxina L T 

se estudiaron 104 cepas de E. coli por la técnica de la mancha utilizando sonda no radioactiva. 
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DIAGRAMA No. 8 

Pruebas de citotoxicidad en cultivo de celulas VERO 

Cepas en agar especial 

1 
Verificar la pureza 

1 
Sembrar cada cepa en 5 mi de CST 

Incubar a 37"C 4 h 

DeposirarO.lml de cada cepa en 2 mi de CST 
con lincomicina a una concentración final 

de IOOug/ml 

Centrifugar a 2500 rpm en centrifuga clínica 

Sobrenadan te 

1 
Centrifugar a 12000 rpm 

1 
Sobrenadan te 

Adicionar 0.20 mi de cada 
sobrenadante a .180 mi de 
cultivo confluente de células 
VERO 
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Paquete 

1 
Lavar con SSF estéril 

1 
Centrifugar a 2500 rpm / 5 min 

1 
Resuspendcr en 0.4 mi de 

PBS y adicionar 0.2 mi de 
Polimixina B 10,000 UUml 

1 
Centrifugar a 12,000 nnp 

1 
sobrenadan te 



De acucdo al Diagrama No. 9 de trabajo las cepas se sembraron en agar Luria utilizando una 

cuadrícula para organizar las colonias . Las placas se incubaron de 4 - 6 ha 37°C. Después de 

este periodo se colocaron sobre las placas filtros de nylon de 8 cm y se reincubaron a 37ºC 

toda la noche. 

Las colonias adheridas a los filtros de nylon se lisaron con NaOH 0.5 M impregnado en 

papel filtro sobre el que se colocaron por 15 minutos con las colonias hacia arriba. Siguiendo 

lo descrito en el diagrama No. 9 , las membranas se saturaron con Tris 1.0 M pH 8 y 

posteriormente con Tris !.O pH 8 / NaCL 1.5 M durante 10 minutos cada proceso con la 

finalidad de neutralizar. Posteriormente los filtros se enjuagaron en una solución de SSC 2X 

, se transfirieron a papel filtro y se secaron a temperatura ambiente. Por último se colocaron 

en un horno a SOºC por 2 h y se guardaron en cajas Petri desechables hasta la hibridación 

11.7.2 Hibridación 

Para realizar el proceso de hibridación, los filtros se colocaron en bolsas de plástico , se 

agregaron 10 mi de solución pre-hibridante y se incubaron a 65ºC por 1 hr en baño de agua 

con agitación. 

Aproximadamente 15 minutos antes del término del tiempo de pre-hibridación, se preparó la 

sonda en tubos de microcentrifuga diluyendo de 2 - 5 ul de sonda en 100 µ1 de agua, 

dependiendo de su concentración. Los tubos se colocaron 10 minutos en baño de agua a 

ebullición y luego se pasaron a hielo, posteriormente se centrifugaron 12,000 rpm. La sonda 

se dejó en hielo hasta su utilización. 

Los filtros se sacaron del baño de agua, se removió la solución prehibridante y se agregó 2.5 

mi de solución hibridante y sonda. El proceso de hibridación se llevó a cabo a 65ºC en baño 
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de agua con agitación. Al día siguiente se preparó la solución de lavado, los filtros se sacaron 

de la bolsa de plástico, se colocaron en cajas de vidrio y se agregó 100 mi de la solución de 

lavado enjuagando rápidamente. Este proceso se repitió 3 veces utilizando 200 mi de la misma 

solució y se lavó el filtro 65ºC en baño de agua por agitación por 15 minutos. 

11.7.3 Revelado de la membrana 

Los filtros se enjuagaron por un minuto con 40 mi de la solución A. Retirada la solución 

anterior se agregó 40 mi de buffer A más leche descremada al 5%, este proceso duró 3 h en 

condiciones de agitación. Posteriormente se agregó 10 mi de la solución A más leche 

descremada al 5% y 3 ul de un conjugado de anticuerpos digoxigenina, se mezclaron los 

componentes y se dejó el conjugado por 30 minutos. 

Los filtros se lavaron con 40 mi de buffer A en condiciones de agitación por 15 minutos, 

esta operación se realizó 2 veces, después los filtros se removieron dejando escurrir el exceso 

de solución y se enjuagaron con 40 mi de buffer C por 2 minutos en condiciones de agitación. 

Los filtros se colocaron en cajas Petri que contenían 10 mi de bufferC y se agregó 45 µI de NBT 

y 35 ul de BCIP, se agitó bien , se sellaron las cajas y se guardaron en la oscuridad durante 

unas horas o toda la noche. Al día siguiente se realizó la lectura comparando con los controles. 
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DIAGRAMA No. 9 

Prueba de la mancha con sonda L T no radiactiva 

Sembrar las cepas cepas en agar luria 

Colocar los filtros de nylon sobre las placas de agar 
y reincubar a 37"C toda la noche 

Lisar las colonias utilizando filtros saturados 
con NaOH O.SM y neutralizar el proceso con filtros sarurados con 

Tris LO M pH y Tris 1.0 M pH 8 NaCI 1.5 M. 

Enjuagar con SSC 2X 

Transferir las colonias a membranas de papel filtro 

Guardar hasta hibridar 

Hibridación 

Colocar los filtros en bolsas de plástico y agregar 10 mi 
de solución pre-hibridante 

Preparar la sonda 

Sacar los filtros del baño de agua, retirar la solución pre-hibridante 
y agregar 2.5 mi de solución hibridante 

Agregar 100 mi de solución de lavado 

Revelar utilizando NBT 
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De acuerdo con los objetivos planteados se estimó el contenido de colifonnes en 10 

muestras de carne molida cruda recolectadas en el Rastro de Atz.eapozalco y en 1 O muestras 

de hamburguesas provenientes de puestos públicos y de establecimientos de comida rápida. 

En la Tabla No. !O se presentan los resultados dela estimación del contenidodecolifonncs 

en CM y H y se observaquehuboun promedio demásde'l,lOOUFCpor gramodecarne 

molida y 250 UFC por gramo de hamburguesa, esto- índica que todas las muestras 

monítoreadas estaban contaminadas por coliformes. En la Tabla No. 11 se presenta el 

contenido de colifonncs por muestra de CM y H con respecto a su origen y presencia de 

E. coli ; de acuerdo a los resultados se aprecia que en todas las muestras de CM se 

obtuvieron cultivos positivos para E. coli con más de 11 X 10' UFC de coliformes por 

muestra total; con respecto a las muestras de H solamente en 3 (30%) se aislaron cepas de 

E.. coli con un promedio de 1.3 x 10' UFC de coliformes por muestra total, de estos 

aislamientos 2 correspondieron a muestras provenientes de expendios públicos de hambur­

guesas ( H-1 y H-7 ) y uno de una loncheria: H-2. 

En la Tabla No. 12 y en la Gráfica No. 1 se muestra la relación porcentual de los 

enteropatógenos aislados de las 10 muestras de CM y H; en el análisis de estos datos se puede 

observar que se aislaron 100 cepas provenientes de CM y 50 de H de las cuales 25 (25%) y 

9 (18%) correspondieron a E. coli respectivamente, también se aprecia el porciento de 

aislamientos de otros enteropatógenos de interés clínico como: PseU<Wmonas sp. 6 ( 6% ), 

Aeromonas lrydrophila 4 ( 4% ), V.fluvialis o V. vulnificus 5 (5%) y 1 (l.0%) cepa de 

Shigella sonneii .. En cuanto a enteropatógenos aislados de H en la Tabla No. 12 y en la 

Gráfica No. 2 se muestra que la cantidad de cepas correspondientes a coliformes fué menor 

que la encontrada en CM, observándose que Klebsiella sp se aisló con mayor frecuencia 

16 (32%) y solamente se aislaron 6 ( 12%) cepas de Pseudomonas sp. 
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TABLA No. 10 

Estimación del contenido de ooliformes en alimentos, 
por el método de NMP. 

ALIMENTOS 

Carne molic!a cruda Hamburancsas 

Muestra UFC/g Muestra UFC /g 

CM-1 + 1,100 H-1 9.2 

CM-2 + 1,100 H-2 240 

CM-3 + 1,100 H-3 + 1,100 

CM-4 + l,100 H-4 3.0 

CM-5 + 1,100 H-5 + 1,100 

CM-6 + 1,100 H-6 20 

CM-7 + 1,100 H-7 15 

CM-8 + 1,100 H-8 3.0 

CM-9 + 1,100 H-9 6.1 

CM-10 + 1,100 H-10 6.0 

X= +1,lOOUFC/g X=250UFC/g 
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TABLA No. U 

Relación del contenido de colirormes por muestra total de CM y H 
con respecto a su origen y aislamientos positivos para E. coli. 

Muestra Origen Cantidad UFC Aislamiento 
por muestra positivo 

total para E. coll 

CM-1 Rastro de Atzcapozalco IOOg + 11 xlO' + 
CM-2 Rastro de Atzcapozalco lOOg + 11 xlO' + 

CM-3 Rastro de Atzcapozalco lOOg ·+ 11 xlO' + 
CM-4 Carniceria CoL Granjas lOOg + 11 xlO' + 
CM-5 Camiceria Av. Granjas 746 lOOg + 11 xlO' + 
CM-6 Camiceria " Super carnes" 100 g + 11 xlO' + 
CM-7 Carniceria Gaby lOOg + 11 xlO' + 
CM-8 Rastro de Atzcapozalco IOOg + 11 xlO' + 
CM-9 Rastro de Atzcapozalco lOOg + 11 xlO' + 

CM-10 Rastro de Atzcapozalco lOOg + 11 xlO' 

X IOOg + 11 xlO' 

H-1 Puesto público 50g 455 + 
H-2 Loncheria Gaby 76g 18240 + 
H-3 Comedor FES-C 57 g + 62700 

H-4 MacDonald 30.9 g - 92.7 

H-5 Burger-boy 47 g + 51700 

H-6 Puesto público 74.1 g 1482 

X 58.4g 13576.7 
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TABLA No.U 

Porcentaje de E. coU y otros enteropatógenos aistad0s de 
10 muestras de CM y 10 muestras de hamburguesas. 

Bacterias CM H 
No. 'JI. No. 'JI. 

E.coli 25 (25.0) 9 ( 18.0) 

Citrobacter freundU 20 (20.0) o ( O.O) 

Enterobacter 12 ( 12.0) 7 ( 14.0) 

Klebsiel/a 8 ( 8.0) 16 (32.0) 

Pseudomona 6 ( 6.0) 3 ( 6.0) 

V.fluviales ó V. vulnificus 5 ( 5.0) o (O.O) 

Aeromonas hydrop/Ulas 4 ( 4.0) o (O.O) 

Serratia 5 ( 5.0) 2 ( 4.0) 

Hafnia a/vei 3 ( 3.0) 1 ( 2.0) 

Shigella sonnei 1 ( 1.0) o (O.O) 

Morganel/a morgannii 3 ( 3.0) o (O.O) 

Otras géneros 2 ( 2.0) 7 ( 14.0) 

No identificadas 6 ( 6.0) 5 ( 10.0) 

Total de cepas 100 (100.0) 50 ( 100.0) 
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Se estudiaron además 78 cepas proporcionadas por el laboratorio de Bacteriología Entérica 

del INDRE , cuyas muestras fueron tratadas de origen según la rutina de trabajo para el 

aislamiento de V. cho/erae 01, dichas cepas se identificaron por el sistema APl-20 para 

enterobacterias y provenían de diversos alimentos como: pescado, mariscos y carne de cerdo. 

Dos de las cepas incluidas en este grupo se aislaron de hamburguesas y fueron enviadas al 

INDRE por un laboratorio de Salud Pública penenecicnte a la Red, para la 

identificación de E. coli 0:157H7. Los resultados de la identificación bacteriana de las 78 

cepas se ilustra en la Gráfica No. 3 y se observa que Klebsiel/a oxyroca y Enrerobacter 

spp se aislaron con mayor frecuencia, recuperándose un 17.5% de ambas entcrobacterias. 

El porciento de recuperación para E. coli fué del 7 .5%; los datos de la gráfica se indica 

también el porcentaje de aislamiento de otros enteropatógenos : V. a/ginoliticus 6.5%, 

V.parahaemolyticus 5%, Yersinia enterocolitica 3.75%, V. clw/erae no 01 2.5% y 

V.j/uvialis 1.25% 

En la Tabla No. 13 se presenta un análisis por edad y sexo de 23 personas que presentaron 

diarrea ( brote de diarrea del viajero); la identificación del agente causal fué orientada al 

aislamiento de V. choleae O 1 y a otros enteropatógenos de lnteres clínico como: E. coli, 

Salmonella sp y Shigel/a sp. Del total de las muestras 14 (60.8%) provenían de mujeres y 9 

(32.2%) de hombres, el 56.5% de los casos correspondían a niños menores de 5 años con una 

frecuencia del 30.4% de aislamientos positivos para E. co/i. 

En la Tabla No. 14 se presenta el porceentaje de aislamientos de los enteropatógenos 

recuperados de 23 muestras fecales del brote de diarrea del viajero ocurrido en Campeche, 

de este brote se recuperaron 30 cepas bacterianas y la bacteria aislada con mayor frecuencia 

fué E. coli con 14 (46.7 % ) aislamientos y en orden decreciente se aislaron Morganel/a 

morgannii 5 (16.7%) y Pseudomonas spp; V. cholerae 01, V. para/iaemolyticus, 

V. vulnificus y Aeronwnas liydrophila , estas bacterias se aislaron con una del 3.3% 
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TABLA No. 13 

Distribución de aislamientos de E, coli por edad y sexo de 23 muestras 
de diarrea del viajero recolectadas en Campeche. 

Muestra Edad 

1 7 años 
2 2 años 
3 25 años 
4 1 año 
5 3 años 
6 4 años 
7 3 años 
8 57 años 
9 19 años 
10 6 años 
11 1 año 
12 9 años 
13 4 años 
14 40 años 
15 15 meses 
16 2 años 
17 86 años 
18 7 años 
19 10 meses 
20 1 año 
21 1 año 
22 1 año 
23 30 años 

X 13.5 años 
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Sexo 

Femenino 
Masculino 
Masculino 
Femenino 
Masculino 
Masculino 
Femenino 
Femenino 
Masculino 
Masculino 
Femenino 
Femenino 
Masculino 
Femenino 
Masculino 
Masculino 
Femenino 
Masculino 
Masculino 
Masculino 
Masculino 
Femenino 
Masculino 

M=60.9% 
F=39.1% 

Aislamiento de E. coli 

Positivo 
Positivo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Positivo 
Positivo 
Positivo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Positivo 
Negativo 
Positivo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 
Negativo 

7 ( 30.4%) 



TABLA No. 14 

Porcentaje de E. coli y otros enleropatógenos recuperados de 
23 muestras de un brote de diarrea del viajero 

Bacteria Diarre_a del Viajero 
( género y especie ) No. % 

E.coli 14 46.7 
Morganel/a morgannii 5 16.7 
Pseudomonas spp 3 10.0 
V. clwlerae 1 3.3 
V. para/wemolyticus 1 3.3 
V. vulnificus .1 3.3 
Citrobacter freundii f/2S ( + ) 1 3.3 
E. liermannii 1 3.3 
E.fergusonnii 1 3.3 
Aeromonas hydrophila 1 3.3 
Kluverasno 1 3.3 

Total 30 100.0 

TABLA No.IS 

Relación de muestras diarrciras del brote de Campeche con más 
de un entcropatógeno aislado 

No. de muestra No. de folio Bacterias aisladas 

1 15519 E. coli y P. aeuroginosa 

8 15526 E. coli y Kluyera sp. 

11 15529 V. cho/erae 01 y Pseudomonas spp. 

14 15532 E. coli y C. freundii H,S (+) 

16 15534 E. coli y E. hennannii 

21 15539 E.fergu.sonnii, P.s. moltophi/a 

y V. parahaemolyticus 
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En 6 de 23 muestras se aisló más de un enteropatógeno y 4 de ellas estuvieron asociada., 

a E. coli . . El único aislamiento de V. c/w/erae 01 que se obtuvo en el brote provenia de 

una muestra en la cual también se aisló Pseudomonas spp (Cuadro 15 ). 

EnlaTablaNo.16 se presentaunadistribución delascepas E.coli recuperadas de alimentos 

y muestras fecales de humanos. Se trabajaronn un total de 310 cepas de las cuales se 

recuperaron 104 ( 33.5%) cepas de E. coli de acuerdo a la siguiente relación : 25 (25%) 

correspondieron a CM, 9 (18%) aH, 6 (7.5%) de alimentos, 14 (46.4%) de muestras diarreicas 

de un brote de Campeche y 50 cepas de E. co/i recuperadas de heces de niños con y sin 

diarrea. Los ensayos posteriores se enfocaron solamente al estudio de las 104 cepas de E. coli. 

Los resultados obtenidos del comportamiento bioquímico C!Jn omitina y lisina se reportan en 

la Tabla No. 17 y se observa que: 51(49%) cepas fueron ORN positiva, 67 (64.4%) 

descarboxilaron la lisina y únicamente 21(20%) fueron incapaces de fermentar el sorbitol 

uúlizando el método en placa y únicamente el 8.6% de las cepas fueron ORN (+), LIA (+) 

y SOR-P (·).Al comparar los resultados anteriores se observa que no existe una correlación 

significaúva entre dichas características bioquímicas, ya que de acuerdo a los resultados se 

obtuvieron cepas sorbitol negativo incapaces de descarboxilar la omitina y/ o la lisina. 

Diversos métodos se han desarrollado para el aislamiento e identificación de E. coli O: l 57H:7 

en alimentos y muestras clínicas ; tal es el caso de la utilizadún de pruebas de fennentación 

de sorbitol. De acuerdo a lo reportado en la literatura y como parte de los objetivos de este 

trabajo se trató de caracterizar cepas EHEC que puedieran presentar la propiedad de no 

fennentar el sorbitol y ser productoras de citotoxinas. 

En la Tabla No. 18 se muestran los resultados obtenidos de la recuperación de E. coli no 

fcnnentadoras de sorbitol. El porciento de cepas provenientes de CM que son incapaces de 

fennentarcl sorbitol fuédc4 (16%), 6(24%), 6(24%) y 3 (12%) por las técnicasdeSOR-T, 
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TABLANo.16 

Fre1:uencia de aislamiento de E. coU provenientes de 
alimentos y muestras clínicas humanas. 

Tipo de muestra Total de cepas aisladas Total de cepas E. coU 
No. No.(%) 

Carne molida cruda 100 25 (25%) 
Hamburguesas 50 9 (18%) 
Otros alimentos 80 6(7.5%) 
Diarrea del viajero 30 14 (46.4%) 
Heces de niños con • 50 50 (100%) 
sin diarrea 

Total 310 
104(33.54%) 

• Se trabajaron cepas puras 

TABLA No.17 

Frecuencia de aislamiento y comportamiento bioquímico de 10-l 
cepas de E. coli aisladas de muestras diarreícas y alimentos. 

O· en CM H A DV CE Total 

Lisina 21(84%) 7(87.5%) 0(0%) 1(7.1%) 38(90.4%) 67(64.4%) 

Ornitina 15(60%) 8 (100%) 3(75%) 7(50%) 18(42.8%) 51(49.%) 

SOR·P(-) 6(24%) 1(1\.1%) 1(16.6%) 9(63.3%) 4(8%) 21(20%) 

LIA (+)MIO 2(8%) 1(11.1%) 0(0.0%) 2(14.3%) 4(8%) 9(8.6%) 

(+)SOR-P (.) 
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SOR-P, SOR-MP y API, respectivamente. En comparación con lo obtenido en cepas 

provenientes de H los porcentajes de aislamiento de E. coli no fennentadoras de sorbitol por 

losmétodosdcSOR-T,SOR-P,SOR-MPy API, fueron de 1 (11.1%),encontrandose similitud 

con lo obtenido para A en donde por los métodos ya mencionados se identificó 1 (16.5%) cepa 

con ésta característica. 

El porcentaje de recuperación de cepas E. coli sorbitol negativo obtenidas de muestras 

clínicas de niños con y sin diarrea, de acuerdo al método empleado fueron los siguientes: 

5 (10%)SOR-T,4 (85%) SOR-P y 6(12%)SOR-MP. La variación de losresultadosobtenidos 

denota la diferencia de especificidad y sensibilidad que existe entre los métodos utilizados. 

Analiundo la Tabla No. 18 se observa que la mayoría de,las cepas E. coli de las muestras 

provenientes del brote de diarrea de Campeche fueron sorbitol negativo y se obtuvieron 

los siguientes porcentajes: 10(71.4%) para los métodosdeSOR-T, SOR-MPy API 

y 9( 64.3%) por el método de SOR-P. 

EnlaTablaNo.19 se realizó un análisisestadísticodeloscuadrosde2x2 y se determinó 

la especificidad y sensibilidad del método de sorbitol en placa en comparación con los ensayos 

en tubo y microplaca. La especificidad y sensibilidad del método en placa utilizando agar 

MacConkey·sorbitol en comparación con el ensayo en tubo fué del 90% y del 96.4% 

respectivamente.Este método se comparó también con el ensayo en microplaca y se observó 

una especificidad del 87.5% y una sensibilidad del 100% 

Para la tipificación serológica de las 104 cepas de E. coli se utilizaron los siguientes antisueros: 

0:6, 0:8, 0:15, 0:20, 0:26, 0:55, 0:63, 0:78, O: 111, 0:126, O: 148 y 0:157 ,con la finalidad 

de observar si e.istía una relación del origen de las cepas con algún serotipo en especial; de 

acuerdo a lo anterior en la Tabla No. 20 se muestra los resultados porcentuales de las cepas 

E. co/i tipificablcs y no tipificables; en esta tabla se puede observar que 29(27.8%) de las 
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TABLA No.18 

Recuperación de cepas E. coU no fermentadoras de sorbitol aisladas muestras de 
alimentos, de niños con y sin diarrea y de un brote de diarrea del viajero. 

% de incapacidad para fermentar el 
sorbitol 

Cepas 

E. coli 
Método 

104 (total) SOR-T SOR·P SOR-MP API 

25 (CM) 4 ( 16%) 6 (24%) 6 (24%) 3 (12%) 

9 ( H) 1(11.1%) 1(11.1%) 1 (11.1%) 0(0%) 

6 (A) 0(0%) l ( 16.6%) 1 ( 16.6%) 1 ( \6.6%) 

50 (CE) 5 ( 10%) 4 (8%) 6 ( 12%) • 

14 (DV) 10 (Jl.4%) 9 (64.3%) 10 (71.4%) 10 (71.4%) 

No se realizó ta prueba. 
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TABLA No. 19 

Determinación de la Especificidad y Sensibilidad del Melado de SOR·P 
en comparación con SOR·T y SOR·MP 

SOR·P 

FORMULAS 

Especificidad 

Sensibilidad 

SOR·T o SOR·MP 

A 
++ 

e 
-+ 

B 
+-

D 

--

D X!()() 

B+i5 

--1!._ x!OO 
A+C 

METODO: Sorbitol en placa ( agar MacConkey-sorbitol) 

Especificidad 

Sensibilidad · 

SOR-T 

18 = 90% 
2+T!! 

81 =96.4% 
8T+3 
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cepas aglutinaron con los antisueros somáticos utilizados, 22(44%) de las cuales correspon­

dieron a aislamientos de infantes con y sin diarrea y 6 ( 12%) quedaron incluidas en el grupo 

EHEC, sin que alguna correspondiera al serotipo 0:157. De las cepas obtenidas del brote de 

diarrea del viajero ninguna aglutinó con los antisueros utilizados y unicamente 3 ( 21.4%) 

fueron rugosas. 

De las cepas E. co/i aisladas de alimentos solamente 7 se tipificaron con los antisueros 

utilizados en este estudio delas cuales 5 (20%)poveniandeCM, 1(11.1%)deHy1 ( 16.4%) 

de A; ninguna de las cepas aglutinó con el antisucro 0:157 o con algún serotipo de los que se 

incluyen en el grupo EHEC. 

Cabe mencionar que 75 (72.1%) cepas no aglutinaron con los 13 antisueros somáticos 

utilizados y 8 (7 .6%) cepas fueron rugosas. 

En la Tabla No. 21 se muestran los resultados obtenidos de las expresiones fenotípicas: 

serología, capacidad de fermentar el sorbitol y efecto citotónico (CTT} y /o citotóxico (CTX) 

en cultivo celular , las cepas que se analizan en esta tabla provenían de alimentos; las 

características anteriores se enlistaron con la finalidad de correlacionarlas con expresiones 

genotípicas asociadas a la toxina L T. De acuerdo a lo reponado en esta tabla se observa que 

de las 7 cepas de E. co/i serotipificadas 5 se aislaron de CM, 1 de H y 1 de Pescado. Al analizar 

los datos obtenidos de las muestras de CM se observó que la cantidad de coliformes presentes 

en estas muestras era superior a l,100 UFC / g. Unicamente la cepa CM-6a fué sorbitol 

negativo y noestuvoasociadaalserotipo0:157,ya que aglutinó con el 0:148; llama la 

atención que este serotipo se vió involucrado también en las cepas CM-4c y CM-4f. Por otra 

panelas cepas CM-6d y CM-8b aglutinaron con los antisuero 0:8yO:126 respectivamente. 

En cuanto a los resultados del ensayo en cultivo celular, la característica común de actividad 

biológica entre estas cepas fúe la presencia de efecto citotónico. Este efecto se caracteriza por 

el alargamienlo reversible de las células Yero (Figura No. 5 y 7 ) . Solamente una cepa 
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TABLANo.20 

Tipilicaclón serológica de 104 cepas de E. coU aisladas ca me molida cruda, hambur­

guesas, heces de un brote de diarrea del viajero y de niños con y sin dirrca. 

% de cepas 

Muestras 
grupo 

Total ioíficables EHEC 0:157H7 no tioilicables • Rueosns 

CM 25 (100%) 5 (20%) 0(0%) 0(0%) 20(80%) 3 (12%) 

H 9 (100%) 1(11.11% 0(0%) o (0%) 8(88.9%) 0(0%) 

A 6(100%) 1 (16.4%) 0(0%) 0(0%) 5(83.3%) 0(0%) 

DV 14(100%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 14(100%) 3(21.4%) 

CE 50 (100%) 22(44%) 6 (12%) 0(0%) 28(56.0%) 2(4.0%) 

Total 104(100%) 29(27.8%) 6(5.7% 0(0%) 75(72.11%) 8(7.69%) 
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TABLA No. 21 

Características fenotipicas y genotipicas de 7 cepas E. coli serotipilicadas 
y obtenidas de alimentos 

Cepa UFCde SOR·P Serología Erecto Prueba 
colirormcs en ce de la 

mancha 

CM-4c +1,100 + 0:148 • + 

CM-4f +1,100 + 0:148 CIT+CTX + 

CM-6a +1,100 . O: 148 CIT + 

CM-6d +1,100 +- 0:8 CIT + 

CM-8b +1,100 + 0:126 CIT + 

H·le 9.2 + 0:8 CIT + 

A-4 • + 0:15 CIT+CTX + 
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presentó· efecto C1T asociado a efecto crx. Con respecto a las cepas obtenidad de H y A 

se observó que ~ueron sorbitol positivo por el método en placa ( MacConkey-sorbitol ) y 

aglutinaron con los antisueros 0:8yO:15 respectivamente; en cuanto al efecto observado en 

cultivo celular la cepa E. coli obtenida de H presentó efecto CTI' y la cepa A· 4 efecto CTI' 

ycrx. 

Por la Prueba de la mancha o " colony blot " 7 cepas hibridaron con la sonda L T, esto 

indica la presencia de genes que codifican para esta toxina. Al correlacionar estos datos con 

l'\5 característica.• fenotípicas expresadas por algunas cepas se puede observar que la mayoría 

de ellas las podemos clasifi~ar dentro del grupo ETEC. 

En la Tabla No. 22 se en listan algunas características fenót.ipicas como: serología, capacidad 

de fennentar el sorbitol y efecto citotónico y /o citotóxico en ce. en esta tabla se observa 

que 9 cepas de E. coli provenientes de casos de diarrea en infantes y 13 de heces normales; 

aglutinaron con los antisueros uti1izados ; en cuanto a los resultados de sorbitol se observó 

que: la mayoría de las cepas fermentó este carbohidrato y solamente 3 fueron incapaces de 

hacerlo, cabe señalar que estas cepas estuvieron relacionadas con procesos diarreicos y 

correspondieron a los serotipos 0:55, O: 125 y O: 111. 

En esta tabla se observan también que los serotipos O: 148, O: 15, 0:8, 0:78, 0:6, 0:26, 0:20, 

0:111 y 0:63 estuvieron asociados a cepas aisladas de niños con diarrea. En cuanto a los 

resultados del ensayo en cultivo celular se observaron 17 cepas con efecto citotónico, 1 

con efectocitotóxico y 4 presentaron ambos efectos. La evidencia genética de todas las cepas 

hacia la sonda L T fué positiva 

Al realizar un análisis global de estos datos podemos decir que de acuerdo a las características 

fenoúpicas y genoúpicas observadas en estas cepas las podemos clasificar dentro del grupo 

ETEC. De estos datos llama la atención el hecho de que en las cepas CE-6, CE-24, CE-281 y 
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TABLA No. 22 

Características fenolipicas y genotipicas 
de22 cepas serotipificadas de E. coU obtenidas de heces humanas 

Cepa Diarrea SOR-P Serología .Efecto Prueba 
en ce de la 

mancha 

CE-6 D + 0:111 CIT + 

CE-24 D + 0:111 CIT + 

CE-51 D 0:55 CTX + 

CE·65 D + 0:15 CIT + 

CE-70 D CIT + 

CE-78 D CIT + 

CE-281 D + CIT + 

CE-702 D + CIT + 

CE-726 + . . CIT + 

CE-812 + :~ CIT +CTX + 

CE-1003 + :crr + 

CE-1023 + CIT+CTX + 

CE-1025 + CIT+CTX + 

CE-1089 + CIT + 

CE-1167 + CIT + 

CE-1179 + 0:15 CIT + 

CE-1197 + 0:15 CIT + 

CE-1202 + 0:20 CIT + 

CE-1241 + 0:111 CIT+CTX + 

- 81 -



CE-1165 serológicamente se pueden clasificar en el t::-.:¡-'o .... J·E\.. mnque presentar .... 

evidencias genéticas para incluirlas en el grupo ETEC y la mayoría de estas cepas provenía 

de heces no diarreícas. 

En la Tabla No. 22 Ull11bién se observa que 13 cepas provenientes de niños sanos presentaron 

efecto crr en CC en correlación a la hibridación con la sonda L T ; la única cepa que 

presentó efecto crx el cual se caracteriza por el arredondiamiento de las células y posterior 

lisis ( Figura No. 4 y 6) fue aislada de una muestra diarreica y presentaba la característica 

de no fermentar el sorbitol , esta cepa aglutinó con el anti suero O: 55 y tuvo evidencia genética 

por la prueba de la mancha para la codificación de la toxina LT. 

Para detectar la actividad biológica entero1oxica y/ o ci101oxigénica en cultivo celular de las 

104 cepas de E. co/i se utilizó la técnica descrita po.r Chart y Scotland bajo ciertas 

modificaciones; y se observó que 3 (2.8%)cepas presentaron efecto citotóxicoel cual inició 
': .. ' .· ·. 

en la mayoríade.1.as cepas a las 24 h de incubación con la citotóxina El efecto fué progresivo 

y alcanzó ha desuiiirmásdel 50% de la monocapade celulas en un lapso de 96 h. En la Figura 

No. 4 y 6 se observa el efecto característico que provocan lascitotóxinas en cultivocelularVero 

(Tabla No. 23 ). 

En la Tabla No. 23 también se reporta el porcentaje de cepas productoras de toxina LT y se 

observa que 74 (71.1 %) presentaron es ta característica la cual se manifiesta por el alargamiento 

y adelgazamiento reversible de las células ( Figura No. 3 y 5 ), este efecto se inició en la 

mayoría de las cepas a las 6 h de incubación y se observó una recuperación total de las células 

aproximadamente en 24 h. Cabe señalar que el 16.3% de las cepas presentaron ambos efectos 

y únicamente 4 (3.8%) no presentaron efecto en cultivo celular. Como se obsorva en la Tabla 

No. 23 no se encontraron cepas E. co/i productoras de VT en H y A y el número de cepas 

VTen CM, DV y CE fué el mismo. El porcentaje de cepas E. coli con evidencia genética para 

la codificación de la toxina LT fué del 91.3%. y se obtuvieron los siguientes porcientos de 
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TABLANo.23 

Actividad biológica en cultivo celular VERO de 104 cepas de E. co/i. 

y evidencia genética para L T por la prueba de la mancha 

No. de 

Origen cepas Producción de Prueba de la 

VT LT VT-LT SE mancha 

CM 25 1(4%) 16(64%) 1(4%) 2(8%) 20(80%) 

H 9 4(44.4%) 3(33.3%) 1(11.1%) 7(77.7%) 

A 6 . 5(83.3%) 1(16.7%) . 6(100%) 

DV 14 1(7.1%) 7(50%) 5(35.7%) 1(7.1%) 14(100%) 

CE 50 1(2%) 42(82%) 7(14'ié) 48(96%) 

Total 104(100%) 3(2.8%) 74 (71.1%) 1706-l%)4(3.8%) 95(91.3%) 
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TABLA No.24 

Porciento de cepas no lipincables con eícclo 

en cultivo celular y prueba de la mancha (+)o(·) 

Muestra Cepas no Efecto en cultivo celular Prueba 

tipifica bles de la mancha 

20(50%) Citotónico + 

Alimentos 0(0%) Citotóxico + 

40(38.4%) 4 (10%) Citotónico + citotóxico + 

cepas 4 (10%) Citotónico -
E.coa 1 (2.5%) Citot6xico -

1 (2.5%) Citotónico + citotóxico -

Total 30 ( 28.8%) 

Muestra Cepas no Erecto en cultivo celular Prueba 

tipilicablcs de la mancha 

Heces 32 (50%) Citotónico + 

1 (1.6%) Citotóxico + 

64(61.5%) 8 (12.5%) Citotónico + citotóxico + 

cepas 1 (1.6%) Citotónico -
E.coa 0(0%) Citotóxico . 

o (0%) Citotónico + citotóxico -

Total 42 ( 40.3%) 
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acuerdo al i..rigen de la muestra: 20(80%)-CM, 7(77.7%)-H, 6(100%)-A, 14(100%)-DV y 

48(96%)-CE. Cabe resaltar que las 3cepasque presentaron efectocitotólticoen cultivo celular 

tuvieron evidencia genética para la producción de L T. En la Figura No. 8 se observan una 

membrana que muestra los resultados obtenidos en la prueba de la mancha, revelada por la 

técnica de NBT en donde las manchas son la evidencia de la hibridación con la sonda LT. 

Como ya se mencionó anteriormente la mayoría de las cepas E. coli trabajadas fueron no 

tipificables con los antisueros empleados. De estas cepas 30 (28.8%) fueron aisladas de 

alimentos y 42 ( 40.3%) de muestras humanas. En la Tabla No. 24 se establece una relación 

de estas cepas con respecto a los resultados obtenidos en los ensayos de CC y Prueba de la 

Mancha ; de acuerdo a estos resultados podemos observar que en las cepas E. coli aisladas 

de alimentos 20 (50%) presentaron efecto CTT con Prueba de la mancha positiva, 

4 ( 10% )efecto CfX y CTT con evidencia genética para LT positiva y los porcientos de cepas 

no tipificables con prueba de la mancha negativa y efecto en CC fueron los siguientes: 4 

(10% ) efecto CTT, 1 (2.5% ) efecto CfX y 1 (2.5% ) efecto CfX y CTT. 

En las cepas E. coli no tipificables obtenidas de muestras clínicas humanas se observó que 

cuando se presentaba un ensayo positivo para la prueba de la mancha los porcientos de cepas 

con efecto CTT, crx o ambos, fueron los siguientes: 32 (50% ), 1 (1.6%) 8 (12.5% ) 

respectivamente. Por el contrario cuando la prueba de la mancha fué negativa solamente se 

recuperó 1 ( 1.6% ) con efecto CTT en CC. 

En la Tabla No. 25 se presenta una recopilación de los datos que nos pueden ayudar a 

evaluar el efecto en CC en correlación con la incapacidad de fermentar el sorbitol. Con 

respecto a los resultados obtenidos de las cepas E. coli aisladas de CM se observa que 6 ( 24%) 

de las 25 cepas trabajadas fueron incapaces de fermentar el sorbitol ; de estas cepas 1 ( 4%) 

presentó efecto crx, 4 (16%) efecto CTT y 1 ( 4%) ambos efectos. De las cepas anteriores 
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únicamente 1 (4%) fué tipificable y correspondió al serotipo O: 148. Con respecto al compor­

tamiento dclas c:cpas E. co/i recupcradasdeHyA seobservó que solamente 1 (ll.1%)cepa 

fué sorbitol negativo, en el caso de la cepa aislada de H presentó efecto crx y CIT. En 

la cepa sorbitol negativo aislada de A se observo efecto CIT asociado a la no fennenlación de 

sorbitol 1 (16.6%). En ambos casos las cepas fueron no tipificables con los antisueros 

somáticos empleados.El mayor porciento de recuperacion de cepas E. coli no fennentadoras 

de sorbitol, se observó en las muestras del brote de diarrea del viajero ( 64.3%). Al 

correlacionar esia característica con los resullados obtenido en el ensayo en ce se observó 

1(7.1%) cepa que presentó efecto crx, 3(21.4%) efecto CIT y 4(28.5%) ambos efectos, 

unicamcnte una cepa (7 .1 %) fue sorbitol negativo y no presento efecto en CC. 

La recuperación de de cepas E. co/i sorbitol negativo pro.venientes de muestras clCnicas de 

niños con y sin diarrea fue del 8% y su efecto en ce quedo distribuido de la siguiente manera: 

1 (2%) cepa presencó efecto crx, y 3(6%) efecto CIT;el 6% de esias cepas fue tipificable y 

aglutinaron con los antisueros 0:55yO:111 respectivamente. El analis global de este cuadro 

indica que el porceniaje de recuperación de cepas E. coli no fennentadoras de sorbitol 

asociadas a efecto CTX fue muy bajo y al comparar los resultados de acuerdo al origen de las 

cepas E. coli se observó similitud en ellos, ya que en CM, DY y CE solamente se aisló una cepa 

con estas características. 

Por úl!imo ninguna de esias cepas aglutinó con el antisuero 0:157 , caso contrario a lo 

esperado. Del total de cepas trabajadas ninguna fue sorbitol positivo asociada a efecto CfX 

en CC utilizando la linea Yero. Hay que señalar que el 9.6% de las cepas fueron sorbitol 

positivo y presentaron efecto CfX y CIT, esias cepas provenían de las siguientes muestras: 

2(2.2%)-H, 1(16.6%)-A, 1(7.1%)-DY y 7(14%)-CE. 
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TABLA No.25 

Recuperación de E. coli de sorbitol pooitivo asociada a 
erecto citotóxico (CTX) o citotónico (CTf) en culttivo celular Vero. 

~ 

CM H A DV CE 

25 (100%) 9 (100%) 6(100%) 14 (100%) 50 (100%) 

19 (76%) 8 (88.8%) 5 (83.3%) 5(35.7%) 46 (92%) 

o (0%) o (0%) o (0%) o (0%) o (0%) 

13 (52%) 4 ( 44.4%) 4 (66.6%) 4 (28.6%) 39 (78%) 

o (0%) 2 (22.2%) 1 (16.6%) 1 (7.1%) 7(14%) 

2(8%) 1 (11.1%) o (0%) o (0%) o (0%) 

4(16%) 1 (11.1% 1 (16.6%) o (0%) 19 (38%) 



FIGURA No. 3 Control de las células VERO sin inocular ( 100 X). Monocapa normal de 

cilu1as Vero con una conOuencia del 90% 
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FIGURA No. S. Control positivo de efc<to citolónico en c~lulas VERO (100 X). Cepa E. co/i 
H: 10407. Este efecto se caractcri7.a por un alargamiento reversible de las c~lulas 
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FIGURA No. 7. Eíe<:tocitotónico en células YERO de la cepa E.coli CE-811 ( IOOX) 



FIGURA No. 8 Membrana revelada por la técnica de NBT. La prescnci ade las manchas 
índica la compJcmentaricdOO entre la sonda LT no radiactiva y el 
material genético de las cepas E. coli estudiadas. 



Estudios epidemiológicos realizados en México reponan que suceden aproximadamente 

20 brotes de infecciones gastrointestinales por año asociadas al consumo de alimentos conta­

minados principalmente por en1erobac1erias; sin embargo hasta la fecha no se tiene reportes 

de investigaciones enfocadas al estudio de E. co/i productora de cilolóxinas como agente 

contaminante de CM y H ( 25 ). 

La cantidad de coliformes y otros en1eropa1ógenos de interés cllnico que se aislaron de los 

alimentos monitoreados indican una alta contaminación de tipo fecal. Aunque la finalidad 

de este estudio no fué conocer el origen de la contaminación, se puede indagar que esta se debe 

a varios factores en los que Arnold y cols ( 2 ) y PadhJf y cols ( 54 ) incluyen la 

contaminación del músculo por el contenido intestinal del animal y su posterior 

distribución durante el proceso de molienda, no olvidando que el manipulador tambiénjuega 

un papel imponanle como fuente de contaminación. 

En es1etrabajoseinvesligó1ambién si E.coli fué la responsable de un brotedediarreico 

ocurrido en Campeche. En la Tabla No. 15 se repona que E. co/i fue la en1erobac1eria 

con mayor frecuencia aislada, seguida de Morganel/a morgannii y Pseudomonas spp. 

Cabe mencionar el aislamiento de una cepa de V. clwlerae O 1. Por dalos estadísticos 

reponados en el boletín informativo: Carta a la Salud, se sabe que E. coli es la en tero bacteria 

con mayor frecuencia aislada de casos de diarrea del viajero y que los aislamientos de cepas 

diferentes a ETEC denotan su naturaleza multifactorial, estos· antecedentes concuerdan 

con lo obtenido en este estudio ( Tabla No. 15 ). 

Los aislamientos de enterobacterias principalmente V. clwlerae O: l en muestras clínicas 

de brotes de diarrea del viajero sugiere tener mayor vigilancia y un seguimiento 
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epidemiológico para evitar la diseminación de brotes a través del consumo de alimentos 

contaminados. 

En México existe una frecuencia del 80% de casos dediarreadel viajero asociadoaETEC 

que la afecta a infantes y adultos sin distinción de sexo ( 7 ). En este estudio se encontró 

que el promedio por edad fue de 13.5 años, afectando principalmente a hombres en un 60.8%. 

E. co/i 0:157H:7 es el agente etiológico que se ha asociado frecuentemente a hambur­

guesas contaminadas; algunos investigadores como Szabo y cols. reponan que el único 

serotipo de E. coli incapaz de fermentar el sorbitol es el 0:157H:7 ( 54 ). Haldane y cols en 

1986 por su parte proponen utilizar pruebas bioquímicas •uplementarias como omitina y 

lisina en conjunción con el sorbitol para mejorar la especificidad de la prueba por 

eliminación de cepas omitina y lisina negativas, ellos indican que estas caractcñsticas 

fenotípicas ayudan a identificar cepas E. coli O: 157H:7 sin el uso del antisuero somático 

y flagelar correspondiente ( 29 ). De acuerdo a lo reponado en la literatura y como parte de los 

objetivos de este trabajo se trato de caracterizar cepas EHEC que pudieran presentar la 

propiedad de no fermentar el sorbitol y ser productoras de citotoxinas. 

Al realizar un analisis de los resultados de recuperación de cepas E. co/i incapaces de 

fermentar el sorbitol en correlación al serotipo asociado, se observaron datos diferentes a 

los reponados por Szabo y cols ( 54), debido a que ninguna de las cepas sorbitol negativo 

correspondió al serotipo 0:157; por el contrario se encontró asociación con los serotipos 

0:55, O; 111, O; 125 y O: 148; esta última cepa provenía de una muestra de CM y las 3 primeras 

de muestras clínicas. La evidencia de una cepa sorbitol negativo diferente a 1 serotipo 

0:157H:7 fuereponada en 1990por Borcykycols. y correspondió alserotipo 0:148NM 

sorbitol negativo ( 54 ) , este dato se correlaciona con lo observado en el ensayo de 

recuperación de cepas E. co/i sorbitol negativo. El resto de las cepas no fue lipificable con los 

13 antisueros somáticos utilizados. 
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De acuerdo a lo anterior y a lo reportado por Padhyf y cols. en 1992, algunas cepas diferentes 

al serotipo 0:157H:7 pueden ser sorbitol negativo. Por lo tanto este tipo de pruebas deben 

confirmarse por ensayos de serotipificación para evitar aislamientos falsos positivos ; o bien 

mediante la utilización de la metodología propuesta por Famis y Davis en 1985 ( 54 ). 

El método de agar MacConkey - sorbitol con respecto a los resultlfdos obtenidos en tubo y 

rnicroplaca sugieren que es un método práctico, sencillo, especifico y sensible para ser 

utilizado corno metodologfa de rutina en un laboratorio que cuente con el rninirno de equipo. 

La placa de agar MacConkey-sorbito fue empleada por March y cols en 1986 y Ritchie 

y cols en 1992 obtuvieron resultados favorables en el aislamineto de 0:157H:7 ( 44, 63 ). 

Haldane y cols en 1986 propusieron que la descarboxilación de la ornitina y la lisina se 

relacionan a la no ferme0tación de sorbitol. En comparación con los resultados obtenidos 

en este trabajo, la descarboxilación de ornitina y lisina no es útil para la selección de 

cepas sorbitol negativo, ya que únicamente el 42.8% de las cepas sorbitol negativo 

estuvieron asociadas a la descarboxilación deornitina y lisina; como se observa el porcentaje 

de correlación entredichas expresiones fenotípicas no es representativo,debidoaquepueden 

presentarse cepas sorbitol negativo con expresiones metabólicas de ornitina y lisina 

diferentes 

En la scrotipificación únicamente 29 (27.8%) cepas aglutinaron con los antisueros 

somáticos emplados, 22 (21.1 % ) correspondieron a cepas E. coli aisladas de alimentos y 

7( 6.7% ) de muestras clínicas. Ninguna de las cepas aglutinó con el antisuero 0:157, caso 

contrario a lo reportado por Wells y cols en 1991 ( 79 ); ellos encontraron una frecuencia de 

aislamiento a partir de carne de origen bovino del 2%. El CDC ha detectado únicarnentc cepas 

E.coli 0:157H7 en menos de 3000 aislamientos serotipificadosenelperiodode 1973-

1982, por otra pane el centro de referencia de la Universidad de la Gran Bretaila no ha 

reportado el serotipo 0:157H:7 en menos de 20,0000 cultivos ( 8 O) y nuestros resultados 
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muestran que el serotipo 0:157H:7 no se aisló. Whittam )' c.>ls. ( 78) sugieren que cuando 

no se aisla este serotipo en alimentos de origen bovino puede deberse a que la cantidad de 

UFC / g de muestra es menor de 10' o que la carne no estaba contaminada con este agente. 

En el caso de que las muestras de alimentos trabajadas hubieran estado contaminadas con 

el serotipo0:157H7 posiblemente este no se aisló debido a que la cantidad de UFC de 

E.coli 0:157H:7 porgramodemuestra eramenorde 10' (TablaNo. lO)y ademáslos 

aislamiento estuvieron asociados a la presencia de otros coliformes que fueron cuantificados 

por el metodo de NMP. (Gráfica 1 y 2 ). 

El no aislamiento del serotipo O: 157H:7 a partir de muestras de heces de niños con y sin 

diarrea confirrmanloreportadopor Hcrreraen 1987(30)y Parraen 1990 quienes estudiaron 

muestras diarreicas sanguinolentas y reportan que el serotjpo 0:157H:7 no esta involucrado 

en México. Sin embargo Benitez y cols en 1991 ni muestrear infantes de O -24 meses 

reponaron 17% de cepas penenecientes al grupo EHEC y no mencionan si el serotipo 

O: l 57H:7 estuvo involucrado. Lo anterior hace suponer segun lo descrito por Whittam y cols. 

en 1988 ( 80 ) y Doy le ( 2 ) que el serotipo O: 157H:7 desciende de una clona distribuida 

en Noneamérica y en otros paises desarrollados. 

75 ( 72.1% ) cepas E. coli no aglutinaron con los antisueros somáticos utilizados, esto 

plantea la necesidad de conocer que grupos estan involucrados en nuestro país, por lo que se 

requiere emplear una bateriade antisueros somáticos y flagelares más amplia según lo descrito 

en el esquema de tipificación de Kauffman y Dupont ( 15, 53) 

En algunos brotes diarreicos ocurridos en infantes de Estados Unidos los serotipos 

predominantes fueron 0:55 y O: 111. En este caso el serotipo con mayor frecuencia aislado 

fue el O: 15 que serologicamente corresponde al grupo EPEC, en segundo término O: 111, y en 

orden decreciente 0:26, 0:125 y 0:126. El resto de los serotipos encontrados quedaron 
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incluidos en el grupo ETEC y fueron O: 148, 0:8, 0:63, 0:78, 0:6 y 0:20. Herrera ( 30 ) 

repona que el serotipo O: 111 es frecuentemente aislado de casos de niños con y sin diarrea 

E. co/i puede causar diarrea mediante la producción y liberación de toxinas en la luz del 

intestino y son responsables del daño parcial o total del huesped. Las enterotoxinas que 

provocan la muene del enterocito son refereridas como citotoxinas y las que solo producen 

alteraciones intracelulares, pero sin llegar a producir Ja muerte se denomina toxinas 

citotonicas. La produccion de la toxina se realizó en CST y de acuerdo a los resultados de 

estandarizacion se utilizó una concentración de células por poro de 1.8 x 1 O'. con la finalidad 

de <¡>btencr una confluencia del 90 -100% a las 24 h. Konowalchuck y col s. ( 38 ) por su parte 

su\;ieren utilizar una concentración 5 x 10 4 de células \lero por cada poro. 

En la Tabla No. 23 se muestra el porcentaje de recuperación de cepas E. co/i productoras 

de citotóxinas y enterotoxinas de las l 04 cepas trabajadas el 2.8% correspondí o a cepas 

productoras de VT, 2 de estas cepas provenían de muestras clinicas y una de carne molida. Cabe 

mencionar que para fines prácticos en este estudio se utilizara vr como sinonimo de 

citotoxinas, ya que algunos autores solo denominan toxinas VT cuando se han realizado 

ensayos de neutralización o de biología molécular ( 66, 67 ). 

El porciento de recuperación de cepas prcxluctoras de citotoxinas aisladas de niños con y sin 

diarrea resultó ser más bajo que el reponado por Herrera en 1987 ( 30) quien trabajó también 

con infantes con y sin diarrea. 

Zepeda y cols en 1985 ( 84) mencionan que el aislamiento de VT en niños recién nacidos 

es del 3%, resultado muy similar al reponado en la Tabla No. 23. Se aisló la misma 

cantidad de cepas VT en las muestras de CM,DV y CE aunque la proporción no fue la misma 

debido al tamaños de muestra. El efecto mas frecuentemente observado fue el citotónico y la 

mayoria de las muestras se presentó una proporción por arriba del 50% excepto para H. 
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El 82\1\ de las cepas provenientes de infantes con y sin diarrea elaboraron toxina LT, lo 

anterior concu~ con lo descrito por Cravioto y cols. en 1988 ( 11 ) , ellos encontraron que 

las cepas ETEC son el gennen intestinal que se aisla con mayor frecuencia de niños durante 

los primeros años de vida. 

Ninguna de las cepas E. col/ scrotipificadas y aisladas de alimentos estuvo asociada a efecto 

CfX en CC. Los estudios realizados por Márquez y cols. en 1986 ( 45) reportan aislamientos 

positivos para E. col/ O: 157H:7 con producción de citotóxinas y Padhyf y cols. reportan un 

36.4% de cepas productoras de citotóxinas aisladas de carne de bovino, sin que estas estuvieran 

asociadas al serotipo O: 157H:7. En este estudio se presentó unicarnente una cepa productora 

de citotoxinas la cual fue no tipificable con los antisueros somáticos empleados. 

Dcltotal de cepas el 16.3% presentó ambos efectos en cultivo celular y en el 3.8% no se observó 

ningún efecto, lo cual indica que estas cepas probablemente tienen otro· mecanismo de 

patogenicidad o el método no detectó la producción de citotóxinas debido al número elevado 

de pases el cual disminuye la sensibilidad de las células ( 30 ). Márquez y cols (45) suguiere 

que las cepas productoras de bajos niveles de toxinas no se detectan en ce. 

La mayoria de las cepas presentó efecto CIT en CC observandose que 74 /104 provocaron 

alargamiento en las celulas VERO y 95/104 presentaron evidencia genetica para la 

producción de LT. De acuerdo ha estos resultados existe una variación de 21 cepas en las 

cuales la expresión genotipica no correlacionó con la expresión fenotípica; lo anterior se puede 

atribuir a que por algún mecanismo el gene que codifica para laa prrodución de la toxina este 

reprimido y por lo tanto no se expresó la toxina. Sin embargo podemos afirmar que la mayoría 

de las cepas genética y fenotipicamcnte quedaron incluidas en el grupo ETEC. La evidencia de 

que la mayoria de las cepas aisladas de alimentos fueron ETEC concuerda con lo descrito en 

la carta a la salud pública y por lo reportado por Doyle ( 2, 7 ). 
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En las cepas CM-4f y A-4 se observó efecto CIT y crx asociados ha serotipos ETEC; esto 

indica que un microorganismo puede estar asociado más de un mecanismo de patogenicidad. 

De las muestras clínicas se serotipificadas 22 cepas provenientes de niños con y sin diarrea. Las 

22 cepas tuvieron evidencia genética para la producción de LT y 17122 presentaron efecto 

citotónico en CC, de estas 11/17 correspondieron serologicamente al grupo ETEC y 6/17 al 

grupo EPEC, siendo el serotipo O: 111 el más común; estos resultados concuerdan con lo 

reponado por Herrara ( 30 ), quien encontró cepas E. co/i 0:111 asociadas a efecto CITen 

cultivo celular. Unicarnente en la cepa CE-51 se observó efecto crx con Prueba de la mancha 

positiva. Los resultados anteriores sugieren que cepas E. coli serotipos clasicas EPEC también 

pueden producir citotoxinas, los datos anteriores se correlacionan con lo observado por 

Benitez y cols • ( 4 ) reponan un 11 % de cepas productoras de citotoxinas y un 7% 

penenecientes al grupo ETEC. 

Cabe mencionar que 9 /22 cepas estuvieron asociadas a procesos diarreicos. de acuerdo a lo 

descrito por O ' Brien ( 51, 52 ), la cantidad de toxinas esta directamente relacionada con la 

enfem1edad y en este aspecto también se involucran varios factores como: resistencia o 

inmunidad natural o adquirida del huésped o bien ha cambios en la virulencia del gérmen; de 

aqui que los ponadores participan en forma imponante en la propagación de infecciones. 

Llama la antención que de las cepas no tipificables 5 /l 04 presentaron efecto crr en ce con 

prueba de la mancha (-), lo anterior sugiere la presencia de una variante de la toxina L T, por 

lo que es recomendable seguir realizando ensayos genéticos para caracterizarlas. 

Se puede establecer que las cepas que se salen de un patrón de componamiento bioquímico y 

serológico mediante el cual ¡xxiemos caracterizarlas en correlacion a su actividad o pérdida 

de factores de virulencia transmitidos por plásmidos o fagos, de aquí la imponancia de realizar 

ensayos de biología molécular que contribuyan al estudio epidemiológico de cepas E. coli 

productoras de citotmc.inas y su frecuencia en brotes diarreícos asociados al consumo de 

alimentos en la población Mexicana. 
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• 

• 

Se aislaron y caracterizaron 104 cepas de E. coli, obtenicndosc 

3 (2.8%) productoras de citotoxinas que serológicamente no 

correspondieron al grupo EHEC. 

De acuerdo a expresiones fenotípicas y genotípicas 93 ( 89.4%) 

cepas de E. coli correspondieron a el grupo ETEC. 

Recomendamos al sector salud tener una vigilancia estricta en el 

control sanitario de alimentos especialmente carne de origen bovino , 

para evitar brotes diarreicos esporádicos asociados al consumo de 

alimentos contaminados. 

La descarboxilación de la omitina y lisina como pruebas 

bioquímicas suplementarias no mejoran la especificidad en el aisla­

miento de cepas sorbitol negativo por exclusión de E. coli 

ornitina y lisina negativas. 

El método de agar MacConkey • sorbitol, es un método sencillo, 

rápido, específicico y sensible en la detección de cepas sorbitol 

negativo. 

La incapacidad de fermentar el sorbitol no es una característica exclu­

siva del scrotipo O: 157H:7. 
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No hubo correlación entre Ja producción de citotóxinas y Ja inca­

pacidad de fennentar el sorbitol. Por lo tanto este ensayo no es 

indicativo de la producción de citotoxinas. 

Se sugiere realizar ensayos que detenninen la presencia de la enzima 

f3 glucoronidasa correlación a la actividad citotóxica en cultivo 

celular VERO y CaCo y presencia del efecto "attaching and. effacing" 

en modelos animales. 
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NOTA: 

~'11. A!Pl&NID>ll!Cl& 

A. SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO 

A.1 Soluciones 

A.1.1 Solución amortiguadora de fosfatos: PBS ( 43) 

Solución A lOX 

NaCI.. .................................................... . 

KCI ........................................................ . 

Na 2HPO, .............................................. . 

KH,PO, ................................................ . 

80.0g 

2.0g 

11.5 g 

2.0g 

H,O deslilada. ........................................ . 800.0 mi 

Solución B IOX 

CaCl .................................................. .. 1.0 g 

H,O destilada......................................... 1000.0 mi 

Solución C IOX 

MgCl 6H 2 0........................................... 1.0 g 

H, O destilada......................................... 1000.0 mi 

Esterifü.ar por separado en aulDClave y mezclar en frlo las 

soluciones con la siguiente proporción. 

80.0 mi de la solución A 

100.0 mi de la solución B 

100.0 mi de la solución e 
720.0 mi de agua destilada estéril 

A justar a pH 7 
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.A.1.2 Solución madre de colorante de Giemsa ( 9) 

Giemsa en polvo.................................................. 0.5 g 

Glicerol................................................................ 27 .O mi 

Metano!............................................................... 41.0ml 

NOTA: Ant<sdeusarscdiluyc 1:50 con PBS o Agua destilada. 

A.1.3 Indicador de Andrade pH 5, 8 ( 9) 

Peptona................................................................ 1 O.O g 

NaCl.................................................................... 5.0g 

H,O deslilada...................................................... 1000.0 mi 

A.1.4 Bicarbonato de sodio 4.4 % con CO, ( 43 ) 

Bicarbonato de sodio ( NaHCO )......................... 4.4 g 

Rojo de fenol 1 %................................................. 2 gotas 

A.1.5. Solución de Penicilina -Estreptomicina IOOX ( 43) 

Penicilina G sódica ............................................ .. 

Estreptomicina .................................................... . 

Agua bidestilada ................................................. . 
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A.1.6. Solución de Lincomicina y Polimixina B ( 13, 35 ) 

Las soluciones de antibióticos se prepararon de acuerdo a la siguiente 

fónnula: 

Especificaciones 

Volúmen: 

Concentración: 

Potencia: 

Peso = Volúmen (mi) x ( ug / mi) 

Potencia 

Lincomicina 

O.lml 

100 ug/ml 

850 

Sulfato de polimixioa B 

0.1 mi 

10, 000 UI / mi 

7613 

A.1.7 Solución de pre-hibridación 

SSC 5X 

Bloqueador al 1 % 

N-laurilsarcocina al 0.1 % 

SDS al 0.02% 

. Notas: •Almacenar a -20°C. 

• EJ bloqueador no se disuelve rápidamente, por Jo que 

se suguiere calentar la solución ( SO • 70ºC ) antes de congelar 
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A.1.8 Solución de lavado 

SSCIX 

sos al 0.1% 

Notas: •La solución se precaJentó en bano maña a 6S°C antes de usar. 

A.1.9. Buffer A, B y C 

Buffer A 

Tris IOOmM, pH 7.5 

NaCI 150nM. 

Buffer B 

Buffer A 

Leche descremada al 5% 

Buffer C 

liis 100 mM pH 9.5 

NaCI IOOmM 

MgCl1 50 mM 

-103 -



A.2 Medios de Cultivo 

A.2.1. Gelosa especial ( 24 ) 

Base para gclosa sangre ............................. ;: .. "''."""""' 20.0 g 

Peptona. ............................................................. :.......... 2.5 g 

Agar ............................................................... ;:............. 15.5 g 

Extracto de carne.......................................................... 1.5 g 

Agua destilada.............................................................. 1000.0 mi 

Ajustar a pH 7.2 

A.2.2 Medio de crecimiento ( 43) 

Medio Mínimo Esencial IOX ( MEM ) Base Earle 10% 

Bicarbonato de Sodio 4.4 con C0
1 

2.5% 

Solución de Penicilina - Estreptomocina ( JOOX) 1.0 % 

Glutarnina 1 OOX 2% 

Suero fetal bovino inactivado 10% 

Agua bidestilada estéril 

A.2.3 Medio de Mantenimiento ( 43 ) 

Medio Minimo Esencial IOX ( MEM )Base Earle 10% 

Bicarbonato de Sodio 4.4 con C01 5.0% 

Solución de Penicilina - Estreptomocina ( JOOX) 1.0 % 

Glutarnina IOOX 2% 

Suero fetal bovino inactivado 2% 
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B.METODOS 

B.1 Mél'odo de conservación 

B.1.1 Resiembra seriada. ( 24 ) 

Es un método de conservación a cono plazo, en donde las cepas se siembran por picadura 

y estria en tubos con medio de cultivo carente de inhibidores, 'liustancias bactericidas y 

bacteriosticas. Los tubos se sellan con papel parafilm o parafina y se conservan a 

temperatura ambiente o de refrigeración . 

B.1.2. Liofilización. ( 24 ) 

Es un método de conservación a largo plazo. Este proceso consiste en la deshidratación de 

suspensiones microbianas congeladas y sometidas a bajas presiones de tal forma que el 

agua pasa del estado sólido al gaseoso sin pasar por el estado líquido. Durante el proceso 

se pierde gran cantidad de material por la formación de cristales de hielo por lo que es 

necesario usar un medio de sopone. 

Método: 

1.- Verificar la pureza de las cepas. 

2.- Elegir una colonia característica , sembrarla masivamente en BAB e 

incubar de 18 - 24 h a 37"C. 

3.- Cosechar la biomasa con hisopo y hacer una suspensión en 6 mi de 

suero glucosado al 7.5%. 

4.- Realizar una cuenta viable por el método de Miles y Misra o técnica 

de la gota. 

5.- Ennvasar 0.5 mi de la suspensión en viales estériles 

6.- Guardar los viales a temperatura de congelación durante una hora 

7.- Los viales se colocan en la cámara liofilizadora y se ajusta la presión y 

temperatura para que se lleve a cabo el de proceso de liofilización. 

8.- Terminado el proceso los viales se colocan en un desecador con pentóxido 

de fosforo ( agente deshidratante ), hasta sellarlos y etiquetarlos. 
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B.2. Técnica de Miles y Misra ( Técnica de la gow ) 

1.- Tomar 180 ul de una suspensión bacteriana en suero glucosado al 7.5% y 

colocarlos en el primer pozo de una microplaca 

2.- Realizardiluciones dobles del pozo2al 12 utilizandoCSTcomodiluyente 

3.- De cada dilución colocar 10 ul en placas de BAB 

4.- Incubar las placas a 37"C por 24 h 

5.- Cuantificar la viabilidad utilizando la siguiente formula: 

Promedio del número de colonias 

UFC/ml 
Factor de dilución por volúmen 

B.3 Cuenta viable de las células y preparación de microplacas de 96 

pozos con cultivo celular confluente de celulas VERO. 

B.3.l Pase celular de botella a microplaca. 

1.- Seleccionar botellas de 75 cm' con una confluencia celular de 90 - 100%. 

2.- Preparar medio de crecimiento ( MEM ) y tripsina-verseno al 0.025%. 

3.- Descanar el medio de cultivo por el lado contrario a la monocapa y agregar 

2 mi de tripsina-verseno . 

4.- Dejar actuar la tripsina- verseno residual aproximadamente 2 minutos a 37"C. 

S.- Revisar la botella hasta observar la disgregación de las células. 

6.- Agregar 5 mi de medio de crecimiento complementado y homogenizar . 

7.- Tomar O. !mi de esta suspensión para hacer la cuenta célular. 
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· .• ·.:.m.'.! celular. 

1.- P<cparar una ch1aci6n. l: 10 de lasU5pCllCiónc:ilubr ,otilizandoazulde uipano. 

2. - P.lra b.cumi:t a:llub.rsc lllUifua W1aánuradeJ!llcw-ha,.u y se coloca una gota 

de b ms¡ic:nciiía l:UO m cada CllllmlD _ 

3.- 0..:.-8._._ y SllC2rdpromatio.. 

4.- A.P-° b dilm:iióm de :nmcrdo a b siguicoJc fórmula: 

Pn:malio ddi X ÚC1Dr de X 10.000 

111 de a9111lll1JH; dibriío 

= 1: X 
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4.· . Ajustar la suspención celular de acuerdo al número de rc.jw;rido y colocar 

180 ul de la suspensión por pozo. Agitar 

S.· Etiquetar la microplaca con los siguientes datos: 

Línea celular. 

Número de pase. 

Tipo de ensayo 

Fecha. 

B.4. Técnica para fijar preparaciones de células. 

l.· Preparar una microplaca de 24 pozos c~n pequeños fragmentos de 

cubreobjetos, previamente desengrasados y esterilizados. 

2.- Adicionar 180 ul de la suspensión celular e incubar a 37 •e hasta obtener 

una confluencia celular de 90-100% 

3.· Adicionar 20 ul del sobrenadante que previamente haya dado efecto 

citotonico y citotoxico en ce. 
3.· Incubar la microplaca a 37ºC de 24 - 96 h 

4.· Revisar diariamente y fijar las preparaciones según se presente el efectn. 

S.· Eliminar el medio de cultivo, procurando no dañar la monocnpa de células. 

6.- Lavar las celulas con solución de PBS estéril 

7.- Fijar las preparaciones con metanol absoluto 

8.· Secar los fragmcntns de cubreobjetos y teñir durante 30 minutos con 

colorante de Giemsa 1 : 50 

9.- Lavar con PBS hasta quitar el exceso de colorante. 

10.· Montar cada preparación en portaobjetos utilizando resina. 
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B.5. Relación esladlstica del número más probable de microorganismos. 

Dalos 

Tabla de Mac Cray 

Tubos inoculados: 

3 con 1 mi dilución 1: 10 = 0.lg muestra 
3con 1 mi dilución 1:100= 0.0lgmuestra 
3 con 1 mi dilución 1: 1000= 0.00lg muestra 

Tubos positivos NMP/g Tubos positivos 

3 3 3 3 3 3 
(0.1) (0.01) (0.001) (0.1) (0.01) (0.001) 

o o o 3.0 2 o o 
o o 1 3.0 2 o 1 
o o 2 6.0 2 o 2 
o o 3 9.0 2 o 3 
o 1 o 3.0 2 1 o 
o 1 1 6.1 2 1 1 
o 1 2 9.2 2 1 2 
o 1 3 12.0 2 1 3 
o 2 o 6.2 2 2 o 
o 2 1 9.3 2 2 1 
o 2 2 12.0 2 2 2 
o 2 3 16.0 2 2 3 
o 3 o 9.4 2 3 o 
o 3 1 13.0 2 3 1 
o 3 2 16.0 2 3 2 
o 3 3 19.0 2 3 3 
1 o o 3.6 3 o o 
1 o 1 1.2 3 o 1 
1 o 2 11.0 3 o 2 
1 o 3 IS.O 3 o 3 
1 1 o 7.3 3 1 o 
1 1 1 11.0 3 1 1 
1 1 2 IS.O 3 1 2 
1 1 3 19.0 3 1 3 
1 2 o 11.0 3 2 o 
1 2 1 IS.O 3 2 1 
1 2 2 20.0 3 2 2 
1 2 3 24.0 3 2 3 
1 3 o 16.0 3 3 o 
1 3 1 20.0 3 3 1 
1 3 2 24.0 3 3 2 
1 3 3 29.0 3 3 3 
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NMP/g 

9.1 
14.0 
20.0 
26.0 
IS.O 
20.0 
27.0 
34.0 
21.0 
28.0 
3S.O 
42.0 
29.0 
36.0 
44.0 
S3.0 
23.0 
39.0 
64.0 
9S.O 
43.0 
1S.O 
120.0 
160.0 
93.0 
ISO.O 
210.0 
290.0 
240.0 
460.0 
1,100.0 
+l,100.0 
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